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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Desde a publicag¢do do livro “An essay on the principle of population” redigido
por Thomas R. Malthus no ano de 1798, a sociedade moderna pés-revolugao industrial
despertou para a aflicdo de que chegard o tempo em que a falta de alimento e espago
fisico serdo os fatores limitantes para o desenvolvimento humano. Essa teoria ¢ baseda
na observagao de que, na maioria das vezes, o crescimento populacional de determinado
organismo ocorre em ordem geométrica, enquanto os recursos naturais (por exemplo:
fontes de alimentos) crescem em progressao linear. Desta forma, em algum periodo da
histéria a humanidade sofrera com a fome, doengas e conflitos armados.

Apesar de passados mais de dois séculos, a teoria Maltusiana ainda ¢ aceita na
area bioldgica. O exemplo mais proximo da nutricdo de bovinos, tema central de
investigacdo do presente trabalho cientifico, ¢ o crescimento das bactérias ruminais
durante o distarbio nutricional denominado de acidose, cujo padrao obedece totalmente
o descrito por esse cientista. Contudo, ao extrapolar esta teoria para a populagdo
humana, Malthus ndo preveu a capacidade do desenvolvimento tecnoldgico na produgdo
de alimentos. A revolucdo verde foi capaz de amenizar ou, pelo menos, postergar o
tempo em que tal aflicdo se concretize.

Em contrapartida, de acordo com o relatério emitido pela FAO (2002), 6rgao das
Nagoes Unidas responsavel pela produg¢do de alimentos e agricultura, foi previsto que
ao redor do ano 2030 serd necessaria a ocorréncia de outra revolucdo verde para a
erradicacdo da fome mundial. Os fatores mais intrigantes presentes neste documento sdo
a constatacdo de que o crescimento populacional mundial estd desacelerando, causado
pela globalizacdo do estilo moderno vida, que requer maior poder aquisitivo € menor
nimero de filhos, juntamente com o fato de que as areas de maiores producdes de
alimentos sofrem com intensas erosdes. Em outras palavras, ndo desempenham a
maxima capacidade produtiva e tdo pouco sdo manejadas de forma sustentavel.
Portanto, torna-se claro que o caminho a ser seguido ¢ o aumento da eficiéncia
produtiva aliada a sistemas sustentaveis de producao.

A partir da observacao dos elos formadores da cadeia produtiva de carne bovina
brasileira, tal busca por maior eficiéncia produtiva ¢ bastante evidente. Dentre todos, o

ciclo de engorda ¢ o elo que mais investiu em tecnologias de intensificacdo do sistema
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produtivo. Um exemplo ¢ demonstrado pelo constante aumento dos confinamentos
brasileiros. Em 2006, no Brasil foram confinados 933.967 animais somente nos 50
maiores confinamentos (Cavalcanti e Camargo, 2007). A proje¢do para o ano de 2007
foi de um crescimento de 43,12% no nimero de animais desses projetos, podendo ter
atingido o total de 1.336.700 de animais confinados.

Em um estudo mais recente (Millen et al., 2009), cujo objetivo foi levantar
informagdes sobre o manejo, dieta e tipo de animal alimentado no sistema de
confinamento brasileiro, partindo-se de informagdes geradas por nutricionistas atuantes
tanto no campo quanto em instituicdes de pesquisa, observou-se que esse sistema de
produgdo abriga anualmente cerca de 3.163.750 de animais e correspondeu a 8,70% dos
animais abatidos no ano de 2009.

Relacionado ao tamanho das operacdes, 70% dos confinamentos assistidos por
esses nutricionistas alimentam até 5.000 animais por ciclo de engorda, enquanto 25,8%
das instalacdes possuem a capacidade estatica entre 5.000 e 10.000 cabegas. Instalagdes
com a capacidade estatica acima de 10.000 animais sdo cada vez mais comuns, a
exemplo da regido Centro-Oeste do pais, onde j& existem algumas com potencial de
atingir mais 100.000 cabegas engordadas/ano.

A mudanga de tamanho na atividade de confinar bovinos de corte leva a manejos
nutricionais diferenciados. Maior inclusdo de grdos e co-produtos em dietas de
terminacgdo torna-se alternativa interessante, pois alta eficiéncia alimentar ¢ conseguida
e, principalmente, reduz a demanda de terra agricultavel para a producdo de volumosos.
A Associacdo dos Confinadores do Brasil (Assocon, 2007) revela que ¢ corriqueira a
administracdo de dietas com teores de concentrados superiores a 60%. Millen et al.
(2009) reportaram que 38,7% dos consultores de confinamento administram dietas
contendo entre 56 e 70% de concentrados (graos juntamente com outros tipos de
concentrados, como co-produtos) e também outros 38,7% dos técnicos recomendam
dietas entre 71 e 80% de concentrados.

Dietas com o perfil citado acima, de alta propor¢ao de carboidratos rapidamente
fermentaveis, favorecem o aparecimento de disturbios nutricionais, como a acidose
(Owens et al., 1998). Na tentativa de prevenir a ocorréncia deste disturbio metabdlico,

nutricionistas utilizam corriqueiramente aditivos alimentares denominados de ionoforos.
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Por conseguinte, o mercado consumidor internacional da carne bovina brasileira
estd mais exigente e impde regras mais severas sobre a seguranga do alimento,
abrangendo desde sanidade, rastreabilidade e, mais recentemente, a menor inclusdo de
antibidticos na producdo animal. A Comunidade Européia, através do Regulamento
(EC) N° 1831/2003 (Europa, 2003), determinou a proibi¢ao da utilizacdo de antibidticos
como aditivos alimentares para bovinos. Alguns principios farmacéuticos ja nio se
encontram em comercializagdo e outros, porém, estdo sendo retirados de forma gradual.
Apesar de nao haver comprovacao cientifica, esta medida foi adotada como prevencao a
possivel relagdo entre o aumento da incidéncia de microrganismos resistentes aos
antibioticos, observado na medicina humana, ¢ o uso destas substiancias nas ragoes
animais.

Ionoforos sd3o quimicamente classificados como antibidticos poliéteres
(Hirohiko et al., 1994). Organizacdes como a NCBA (National Cattlemans Beef
Association) americana fazem esfor¢os para reclassifica-los de outra maneira, baseado
no fato que estes ndo tém fungdo terapéutica quando usados nas dietas de bovinos
(exceto quando recomendados como anticoccidostaticos) e tdo pouco sdo usados como
agentes terapéuticos em medicina humana. Entretanto, o uso dessas substancias como
promotores de crescimento ainda se encontra proibido nos paises da Unido Européia.

Assim, surge a oportunidade de pesquisa e desenvolvimento de novos aditivos
alimentares que desempenhem fungdes semelhantes aos iondforos e, que sejam seguros
a saiude humana (Newbold, 2007). Neste caso, a imunizagdo passiva de bovinos que
recebem dietas contendo alta proporcao de concentrado com anticorpos policlonais
aviarios contra bactérias ruminais precursoras de distirbios nutricionais como a acidose
e abscesso hepatico, podem se revelar como uma nova alternativa que preencha o
requisito de intensificag¢do ligada ao menor uso de antibioticos.

A forma de a¢do dos anticorpos ndo atua diretamente na modificagdo do DNA
ou RNA do patdgeno alvo (Kelley e Lewin, 1986). Consequentemente, em teoria, pouco
contribuem para o aparecimento de microrganismos resistentes e, caso ocorra
resisténcia, novos anticorpos podem ser criados a partir dos microrganismos resistentes.
No entanto, essa tecnologia ainda esta em fase inicial de desenvolvimento e ainda sdo
necessarios diversos ensaios cientificos para a avaliagdo e posterior recomendacao de

uso em escala comercial.
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A fim de validar o potencial desse tipo de anticorpo como aditivo alimentar em
animais desafiados com dietas de alta propor¢do de carboidratos prontamente
fermentesciveis, o presente trabalho cientifico foi desenvolvido para primeiramente,
avaliar o preparado de anticorpos policlonais na forma solida como aditivo alimentar
preventivo a acidose ruminal e substituto aos iondforos, e também para verificar se
ocorre mudangas na sintese de proteina microbiana de bovinos induzidos a esse
distarbio nutricional, tratados com os anticorpos ou com os ion6foros. Dessa forma, a
tese ¢ intitulada “Monensina sédica ou anticorpos policlonais contra bactérias
precursoras de distarbios nutricionais em bovinos induzidos a acidose ruminal”. Os pré-
requisitos vigentes para a defesa de doutorado nesta instituicdo exigem a redacdo de
dois artigos cientificos. Desta maneira, o trabalho foi dividido em: Capitulo 2-
“Fermentacao ruminal de bovinos induzidos a acidose tratados com monensina sodica
ou anticorpos policlonais contra bactérias precursoras de distirbios nutricionais”,
enquanto o Capitulo 3 recebe o titulo “Sintese de proteina microbiana de bovinos
induzidos a acidose ruminal tratados com monensina sodica ou anticorpos policlonais
contra bactérias precursoras de disturbios nutricionais”. As normas adotadas para a
publicagdo de ambos os capitulos seguem as do periddico Journal of Animal Science.

O Capitulo 4 denominado de “Implicagdes” reune as reflexdes geradas pela
experiéncia da conducdo do experimento, aliadas as recomendagdes de futuros ensaios

cientificos e linhas de pesquisas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fermentac¢ao ruminal

A fermentagdo ruminal ¢ o resultado das atividades fisicas e microbiologicas
pelas quais os componentes da dieta sdo convertidos em produtos tuteis (4cidos graxos
de cadeia curta, proteina microbiana e vitaminas do complexo B), inuteis (CH4 e CO;) e
até prejudiciais, dependendo das concentragdes (amodnia e nitrato), para o animal
hospedeiro. Animais ruminantes cultivam popula¢des microbianas no rumen pelo
fornecimento regular de alimento mastigado, adi¢do de substdncias tamponantes e

remog¢ao dos acidos produzidos pela fermentagdo, remogao dos produtos microbianos
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junto aos residuos indigestiveis de alimentos e manuten¢ao das condigdes do ambiente
ruminal (pH, temperatura ¢ umidade) adequadas para o crescimento microbiano (Owens
e Goetsch, 1988).

No interior do rimen, polimeros como os carboidratos, proteinas e lipidios
advindos do alimento necessitam ser reduzidos a compostos quimicos menores, até a
formagao de mondmeros para a fermentagdo microbiana ou absor¢do. Os produtos finais
da fermentacdo ruminal incluem os &cidos graxos de cadeia curta, CHs, CO,, N-

amoniacal e organismos microbianos (Tabela 1).

Tabela 1-Resumo da formagao dos produtos da fermentagao ruminal

Componente Constituinte Componente Produto da
alimentar quimico quimico fermentacio
aproximado (polimero) (mondémero) Ruminal
Extrativo ndo nitrogenado Carboidratos Glicose ¢ outras Acetato, propionato
(hexosanos) hexoses e butirato
Fibra detergente neutro Pentosanos Pentoses Acetato, propionato
e butirato
Proteina bruta Proteina verdadeira Aminoacidos Como acima,
N-nao protéico isobutirato,

isovalerato e amonia

Extrato etéreo Trigliceridios e Glicerol e acidos Propionato e 4cidos
galactoses graxos graxos saturados
Cinzas Minerais Elementos Elementos reduzidos
+ células
microbianas + CO; e
CH,

Fonte: Adaptado de Owens e Goetsch (1988).

Os produtos finais da fermentacdo ruminal diferem de acordo com o tipo de
dieta fornecida ao animal, principalmente, devido a preferéncia e afinidade microbiana
aos carboidratos especificos. Dietas baseadas em forragem sdo ricas em celulose,
intermedidrias em aglcares soliveis e com baixas quantidades de amido (Kaufmann et
al, 1980). Assim, bactérias celuloliticas e sacaroliticas serdo as mais ativas e,
consequentemente, a digestdo da celulose e fermentacao dos aguicares soliiveis por essas

comunidades microbianas resultardo na grande producao de acetato (Owens e Goetsch,
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1988). Contrariamente, em dietas compostas por amido, bactérias amiloliticas compdem
a maior parte da populagdo microbiana e competem pelos substratos (carboidratos
soluveis, produtos da fermentagdo do amido e hemicelulose) em condigdoes de pH
normalmente mais baixas que as encontradas em dietas de forragem e produzem mais

propionato (Kaufmann et al, 1980; Figura 1).

Figura 1. Relagdao do pH ruminal com as proporgdes de acetato, propionato e lactato.

Adaptado de Kaufmann et al. (1980).

Portanto, para que ocorra a fermentacdo ruminal estavel, a microbiota ruminal
deve estar adaptada ao respectivo substrato dietario. Dessa forma, com mudancas
bruscas de dietas, principalmente passando-se de dietas compostas por alta propor¢do de
fibra, para alto concentrado ou amido, a quebra no equilibrio da relagcdo de mutualismo
entre a populagdo microbiana ruminal e o animal hospedeiro, ¢ esperada. Este é o

comego do distarbio nutricional mais estudado em ruminantes: a acidose ruminal.
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2.2.Acidose ruminal

O sucesso dos ruminantes ao longo de sua evolugdo pode ser explicado pela
grande habilidade de digerir componentes fibrosos de plantas e obter energia, a partir da
fermentagdo desse substrato. O fato de abrigarem microrganismos fornecedores de
enzimas que degradam fibra garante vantagem competitiva de producdo quando
comparado aos outros animais (Russell e Rychlik, 2001).

No entanto, a partir do momento em que os animais sao abruptamente expostos a
mudanga de dieta, passando de forragens para concentrados ou recebem grandes
proporgdes de carboidratos prontamente fermentaveis, uma série de processos podem
ser ativados, os quais desencadeiam o distirbio metabolico conhecido por acidose
(DiLorenzo, 2004).

A acidose pode ser definida como o decréscimo do conteudo das bases alcalinas
presente nos fluidos corporais pelo aumento relativo de acido (ions de hidrogénio)
nesses fluidos (Owens et al.,, 1998). Esse processo se inicia quando o animal ndo
adaptado ingere grandes quantidades de carboidratos prontamente fermentesciveis,
sendo na maioria das vezes o amido. A hidrélise deste carboidrato leva ao aumento das
concentragdes de glicose ruminal, a qual ¢ normalmente baixa, ao ponto de ultrapassar
as concentragdes sanguineas (Galyean e Rivera, 2003). A glicose livre presente no
liquido ruminal gera o ambiente propicio para a rapida reproducdo de microrganismos
produtores de acido latico, principalmente o Streptococcus bovis (Dawson et al., 1997),
juntamente com o incremento da osmolaridade, os quais dificultam a absorcdo dos
acidos graxos de cadeia curta. O resultado ¢ o actimulo destes no rumen, com
consequente grande diminui¢do do pH (Galyean e Rivera, 2003).

O acumulo de lactato, acido dez vezes mais forte que os acidos graxos de cadeia
curta (Schwatrzkopf-Geinswein et al., 2003), é decorrente da proliferagdo de
microrganismos que fermentam a glicose em dacido latico e, por conseguinte, sdo
insensiveis ao baixo pH. Complementariamente, este acido faz parte do metabolismo
intermediario do propionato e ¢ encontrado em baixissimas concentragdes no ramen de
animais sadios. Em contraste, as bactérias que utilizam o lactato como substrato sdo
sensiveis ao pH mais acido (Owens et al., 1998). Ainda, ¢ conhecido que o pH ruminal

de 5.5 ¢ considerado 6timo para o desenvolvimento de bactérias produtoras de lactato
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(Slyter, 1976; Nagaraja, 2003), como as do género Streptococcus e Lactobacillus. Caso
atinja-se essa condi¢do ruminal (normalmente causada pela alta concentracdo ruminal
de acidos graxos de cadeia curta), o crescimento de bactérias que utilizam lactato como
substrato ¢ prejudicado e, portanto independente da fonte de carboidrato da dieta, o
acumulo de acido latico é esperado nessa faixa de pH (DiLorenzo, 2004).

Quando o animal ¢ gradualmente adaptado, tal acuimulo pode ser evitado, ou
pelo menos amenizado. No entanto, dietas cujas propor¢cdes de concentrados sdo
relativamente menores que as dietas de terminacao ou possuem poucas inclusdes de
amido, também podem desencadear a acidose. Nestes casos, a produ¢ao dos acidos
graxos de cadeia curta pode ser maior que a capacidade de absor¢do do rimen
(Nagaraja, 2003).

As bactérias do género Streptococus bovis sdo anaerdbias facultativas
encontradas no rumen, ceco € coOlon de ruminantes. Em animais alimentados com
forragem, o niimero dessas bactérias presentes no fluido ruminal varia de 10*a 107 /g,
podendo atingir 10''/g de fluido ruminal quando existe excesso de carboidratos
prontamente fermentesciveis (Nagaraja, 2007). Mesmo que outras bactérias ruminais
sejam mais eficientes na utilizagdo de amido, a Streptococcus bovis possui rapida taxa
de crescimento (dobra a populagdo a cada 12 minutos) e de degradacao desse composto
(McCallister et al., 1990), o que explica o grande crescimento dessa espécie no estagio
inicial da acidose. Normalmente esse microrganismo produz acetato, formato e etanol a
partir de glicose, mas quando o pH atinge 5,6 ocorre mudanga de produto de
fermentagdo, que favorece somente a producdo de lactato, na forma de isomero L
(Russel e Hino, 1985; Finlayson, 1986).

A razdo dessa mudanca se deve ao tipo de enzimas utilizadas pela
Streptococcus bovis para a conversdo do piruvato em outros compostos metabdlicos.
Nessa bactéria, o piruvato ¢ transformado em lactato pela lactato desidrogenase ou
convertido em acetil CoA pela piruvato formato liase e, posteriormente, a acetil CoA ¢
convertida em acetato ou etanol. O aumento da produgdo de lactato ocorre porque o
microrganismo permite que o pH intracelular atinja 5,5, que ¢ o 6timo para a maxima
ativacao da enzima lactato desidrogenase (Russel e Hino, 1985).

Portanto, uma estratégia a se considerar para a prevencdo de acidose latica ¢

conter o rapido crescimento de Streptococcus bovis. Entretanto, nota-se que o aumento
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populacional desse microrganismo, em resposta ao fornecimento de carboidratos
prontamente fermentesciveis, acontece somente quando a adaptagdo gradativa ndo ¢
realizada. Surpreendentemente, a concentragdo dessa bactéria no fluido ruminal de
animais ja adaptados a dietas a base de graos pode ser o mesmo que o encontrado em
animais alimentados com alta proporg¢ao de forragens (Wells, 1997).

Existem dois tipos de acidose, a clinica (aguda) e a subclinica (subaguda). Na
acidose clinica, o pH ¢ drasticamente reduzido e a concentracdo de acido latico ¢
elevada. Considera-se que o pH ruminal de 5,2 seja o limiar entre acidose clinica e
subclinica (Owens et al., 1998). Ainda, a partir da concentragdo ruminal de 40 mM de
acido lactico (tanto na forma isomérica D quanto na L) sugere-se que seja o inicio da
acidose aguda (Owens et al., 1998; Galyean e Rivera, 2003).

Nos animais que apresentam tal distarbio nutricional, a diferenca de
osmolaridade entre o fluido ruminal e o sangue causa migragdo de 4cido no sentido
ramen-circulagdo, a tal ponto de ultrapassar a capacidade tampao do sangue, formadas a
partir de bases compostas principalmente por bicarbonato (Galyean e Rivera, 2003). A
mudan¢a de osmolaridade sanguinea causa inchago nas pernas do animal e laminites
(Nocek, 1997). Nos casos mais graves da acidose clinica, o animal pode morrer se a
homeostase sanguinea nao for restabelecida.

Em relagdo a acidose subclinica ou subaguda, os sinais externos sao dificilmente
encontrados e os indicativos estdo relacionados com quedas de ingestdo de matéria seca
e desempenho (DiLorenzo, 2004). O pH médio de 5,6 é considerado o limiar entre a
acidose subclinica e o rimen sadio (Owens et al., 1998; Galyean e Rivera, 2003). Outra
forma mais precisa de se detectar ¢ comparar a intensidade deste tipo de acidose no
ambito da pesquisa, ¢ descobrir o pH ruminal minimo atingindo com a dieta avaliada e
verificar por quanto tempo permanece baixo. A razio desta abordagem esta baseada na
observagao de que o pH ruminal varia ao longo do dia, sendo mais baixo algumas horas
apo6s o fornecimento da dieta. Assim, o simples valor do pH médio diario pode ocultar a
ocorréncia de acidose subaguda.

A comparagdo entre as duas formas de desenvolvimento da acidose pode ser
melhor entendida pela reunido das observagdes de mudangas ocorridas na fermentagao

ruminal e as respectivas consequéncias ao animal, construida na revisao de literatura
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realizada por Nagaraja e Titgemeyer (2007) e apresentada de maneira resumida na

Tabela 2.

Tabela 2. Comparacdo entre a acidose aguda e subaguda em bovinos de corte.

Item Aguda Subaguda
Sinais clinicos Presente Ausente
Mortalidade Sim Nao
Mudangas ruminais
pH ruminal <5,0 5,0a5,5
Acidos orgénicos totais Aumentados Aumentados
Acido latico Aumentado (50 a 120 mM) Normal (0 a 5 mM)
Ac. gra. cadeia curta Abaixo do normal (100ma/) Alto (150 a 225 mM)
Micrébios
Bact. gram-negativas Decréscimo Inalteradas
Bact. gram-positivas Incremento Inalteradas
Streptococcus bovis Aumento inicial Inalterada
Lactobacillus spp. Aumento Aumento
Produtoras de lactato Aumento Aumento
Utilizadoras de lactato Decréscimo Aumento

Mudangas sanguineas

pH Descréscimo (<7,350) Inalterado, baixo decréscimo
Lactato Aumento, isOmero D Normal
Bicarbonato Alta reducdo (<20 mEq/L) Normal, reducao transiente
Sequelas

Ruminites Sim Sim

Laminites Sim Sim
Poliencefalomalécia Sim Sim

Abscessos de figado Sim Sim

Adaptado de Nagaraja e Titgemeyer (2007).
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De acordo com Stock e Britton (1996), quase todos os animais passam por
acidose subaguda em algum periodo da terminacdo comercial nos Estados Unidos.
Pesquisadores da Universidade do Nebrasca calculam que as perdas sejam da ordem de
US$ 13,00 cabega/ano advindas do menor consumo de matéria seca e consequentemente,
menor desempenho do animal de corte. Esse dado passa a ser relevante as condi¢des
brasileiras, a partir do momento em que se aumenta o nimero de confinamentos a cada
ano, juntamente com as propor¢des de concentrado na dieta.

Neste sentido, Marino et al. (2007) forneceram a vacas mestigas leiteiras dietas
que continham a relacdo concentrado:volumoso de 70:30. Os ingredientes energéticos
utilizados foram: silagem de graos umidos de milho, milho seco moido ou polpa citrica.
O pH critico ocorreu 4 horas ap6s a alimentacdo e foi encontrada diferenca significativa
entre o tratamento de silagem de graos imidos de milho e milho seco moido em relacdo
a polpa citrica. Nesse horario, o pH ruminal dos animais alimentados com milho seco ou
umido foi ao redor de 5,71, enquanto nos animais alimentados com polpa citrica foi de
6,10. Em relacdo ao tempo ao longo do dia que o pH ruminal ficou abaixo de 6,0, foi
observado maior tempo para o grupo alimentado com milho seco (61,5% em 12 h de
mensura¢ao) comparado ao grupo alimentado com polpa citrica (20,1%), sem diferenga
dos dois grupos para o alimentado com silagem de graos umidos de milho (33,0%).

O resultado discutido acima provavelmente reflete o perfil de acidose que ocorre
em confinamentos de gado de corte, por avaliar uma propor¢do de concentrado proxima
da utilizada em operacdes comerciais, como o constatado por Millen et al., (2009), e
também por conter subproduto, como a polpa, em um dos tratamentos. Pode-se inferir
que a acidose subaguda ¢ a que ocorre com maior freqiiéncia, pelo pH critico ndo ter
atingido 5,2 (que caracteriza a acidose aguda) e também pelo fato da concentracdo de
lactato ter sido baixa em todos os tratamentos, indicando redu¢do de pH por acimulo de
acidos graxos de cadeia curta.

Assim sendo, a estratégia de manejo e planejamento nutricional se revela de
grande importincia, como, por exemplo, o tipo de adaptacdo adotada. Sabe-se que sdo
necessarios de 10 a 14 dias no minimo para se realizar a transi¢cdo de dietas de alta
propor¢cao de forragem para alta de concentrados (Schwatrzkopf-Geinswein et al,,

2003).



23

Além do tempo e numero de dietas usadas na adaptagdo, técnicas como a
restricdo da quantidade do alimento oferecido ao animal podem se tornar interessantes
para evitar disturbios metabolicos. O objetivo da restri¢ao da ingestdo de dieta ¢ evitar o
consumo excessivo e, por conseqliéncia, a acidose. No entanto, a restricao pode exercer
efeito contrario ao esperado, o de estimular a acidose subaguda, pelo fato do animal
realizar menor numero de refei¢des didrias e ingerir maior quantidade de racao por vez
em que se alimenta (Zinn, 1995).

Deve-se ressaltar que € possivel ocorrer competicao por alimento em baias onde
esse manejo € adotado, o que pode vir a ser o fator limitante do uso dessa tecnologia em
grandes confinamentos comerciais, onde o espago disponivel de cocho muitas vezes ¢
insuficiente. Além disso, os animais normalmente provém de pastos de baixa qualidade
no periodo da seca e apresentam baixa condi¢do corporal. Dessa maneira, a restricao
também poderia apresentar efeito negativo sobre o crescimento compensatorio que esses
animais teriam o potencial de desempenhar.

Por fim, até o presente momento sabe-se muito pouco sobre a incidéncia desse
disturbio nos confinamentos brasileiros. A constatacio de que grande parte dos
confinamentos comerciais adota o manejo de bica corrida (ou seja, a mensuragdo da
ingestdo de matéria seca em cada baia ndo é acompanhada, Millen et al., 2009),
confirma a negliéncia dos brasileiros em relagdo a essa desordem nutricional. Percebe-
se também a necessidade de informacdes mais detalhadas sobre até que ponto os
subprodutos podem ser considerados como estratégia de reducdo da acidose e,
principalmente, quais sdo as diferencas existentes entre animais taurinos e zebuinos
quanto ao metabolismo e microbiota ruminais, j4 que observagdes de campo inferem

que animais Bos indicus sao mais suscetiveis a acidose ruminal (Millen et al., 2009).

2.3.Monensina sodica

Desde a aprovacao do uso deste principio ativo em dietas de bovinos de corte, em
meados da década de 70, a monensina sddica conquistou grande aceitagao pela industria
de alimentacdo animal. A partir de entdo, muitos estudos foram conduzidos para avaliar

o efeito desse ionoforo sobre o desempenho de bovinos de corte confinados. A
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monensina se mostrou capaz de aumentar a eficiéncia alimentar em diferentes condigdes
de dietas, ambientes e de animais (Goodrich, 1984).

De acordo com o pesquisador citado acima, em um estudo que resumiu 228
experimentos e 11.274 animais, suplementados com monensina ou nao, foi possivel
observar que os animais tratados com esse aditivo tiveram ganho de peso 1,6% maior,
ingestao de matéria seca 6,4% menor, resultando em melhora de conversao em 7,5%.
Essa resposta pode ser bastante variavel, de acordo com o tipo de animal suplementado.
Observou-se que bovinos considerados ineficientes em converter alimento em ganho de
peso respondem melhor & adi¢do de monensina na dieta que animais que apresentam
maiores eficiéncias alimentares. J4 para animais ndo confinados, a resposta ao uso de
monensina em pasto pode alcancar aumentos de 15% no ganho de peso diario
(Goodrich et al., 1984).

Ion6foros, como a monensina, sdo poliéteres altamente lipoliticos que se
acumulam na membrana celular e catalisam rapido movimento de ions (Pressman,
1985). Esse tipo de antibidtico atua como ‘“‘antiporter” de prétons e ions de metal
(preferencialmente sodio e potassio) e sO se desligam apds se conectarem a outras
moléculas semelhantes. Com isso, sdo capazes de transportar esses compostos
livremente através da membrana celular. Este processo de ionizagdo ¢ pH dependente e
os ionoforos, como a monensina ¢ lasalocida sao mais eficazes quando o pH esta baixo
(Russell e Houlihan, 2003).

Quando culturas de bactérias Streptococcus bovis foram tratadas com monensina
(Russell, 1987; Russel e Strubel, 1989), houve o rapido fluxo de potassio para fora da
membrana celular e influxo de sodio e outros prétons. Assim, a célula ativou
mecanismos de transporte ativo, nos quais € necessario o uso de ATP, resultando no
gasto excessivo de energia. As bactérias sensiveis a monensina, na grande maioria
gram-positivas, param de crescer ou morrem por consequéncia desse gasto energético.

A quantidade a ser administrada de monensina afeta diretamente a ingestdo de
matéria seca. Goodrich et al. (1976) reuniu 29 experimentos incluindo dosagens de 11 a
33 mg/kg de monensina adicionadas a racdo. Foi relatado que a dose de 33 mg/kg
proporcionou taxa de ganho de peso mais lenta que as outras dosagens, sendo esta
similar ao controle. A ingestio de matéria seca diaria foi reduzida conforme se

aumentou a dose, passando de 7.89 kg de matéria seca no controle, para 7,23 kg com a
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dose de 33 mg/kg. No entanto, as dosagens de 22 a 33 mg/kg resultaram em similares
quantidades de alimento ingerido/100 kg de carcaga.

A razdao pela qual a monensina reduz o consumo ainda ndo estd clara.
Possivelmente pode ocorrer redugdo das exigéncias energéticas do animal e melhora dos
valores energéticos da dieta. Goodrich ¢ Thompson (1980) encontraram melhora de
1,2% na digestibilidade aparente da matéria seca, enquanto observou-se aumento de
6,5% da digestibilidade aparente de proteina com o uso deste principio ativo.

A propor¢do de propionato ruminal é favorecida ao utilizar esse iondforo, da
mesma forma que a propor¢ao de acetato e producio de metano sdo reduzidas (Joyner et
al., 1979; Thornton ¢ Owens, 1981). Com isso, nota-se aumento da metabolizabilidade
da dieta, a qual pode advir do aumento da digestibilidade aparente da matéria seca ou da
fermentagdo ruminal mais eficiente pela maior retencdo de ions de hidrogénio, através
da maior producao de propionato.

A habilidade dos ionoforos em reduzir a producdo de metano e mudar as
proporcdes dos acidos graxos volateis apenas explica um terco do aumento potencial da
eficiéncia alimentar (Russel e Strubel, 1989). Esses aditivos sdo capazes de reduzir em
30% a produgdo de metano. No entanto, a perda de energia sob a forma de gases nunca
afeta mais que 12% da energia presente na dieta (Blaxter, 1962).

Byers (1980) ao comparar animais controles e suplementados com monensina, que
recebiam dietas isoenergéticas (mesma quantidade de energia metabolizavel), observou
pequeno aumento da energia liquida para ganho e incremento de 10% da energia liquida
de mantenca. O pesquisador sugeriu que o maior efeito da monensina ¢ de aumentar a
energia liquida de mantenga para o animal e reduzir as exigéncias de ingestdo de
matéria seca para a mantenca.

Potter et al. (1976) propuseram uma série de experimentos para determinar se a
melhor eficiéncia alimentar obtida com o uso da monensina estava relacionada as
mudangas na composicdo da carcaca e determinar a retencdo de proteina e energia da
dieta também na carcaga. Somente com a dose de 79 g/t, menor rendimento de carcaca
foi encontrado. Os animais suplementados com esse principio ativo consumiram menor
quantidade de energia digestivel durante todo o periodo experimental, sendo a mais
baixa para o tratamento de 33g/t. Nenhuma diferenca entre as caracteristicas de carcaga

foi encontrada. Houve aumento na retencdo de energia na carcaga de 7 a 14%, enquanto
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a de nitrogénio foi de 9 a 19%, a mais que o controle. O pesquisador sugere que a
melhora da eficiéncia alimentar obtida com a monensina esta relacionada ao melhor uso
da energia da dieta para ganho em carcaca.

Goodrich et al. (1984) sugeriram que o uso de monensina afeta pouco as
caracteristicas de carcaga, tornando-as ligeiramente mais magras, comparada a de
animais controles. Apenas a area de olho de lombo apresenta efeito positivo, ou seja, de
aumento (+0,61%). O rendimento de carcaga, escore de marmoreio, deposicdo de
gordura subcutanea, “quality grade” e “yield grade” sdo afetados negativamente pelo
uso de monensina (-0,38, -0,39, -0,24, -0,69 ¢ -0,31%, respectivamente).

Além de promover melhor eficiéncia, a monensina também comprovou ser eficaz
na prevencdo de distirbios metabdlicos. Como mencionado anteriormente, a acidose
aguda ¢ causada pelo rapido crescimento da populagdo de Streptococcus bovis, o que
leva ao acumulo do lactato no rimen. Experimentos in vitro demonstraram a inibi¢ao do
crescimento dessa bactéria, a partir da adigdo deste iondforo. Contudo, ao se avaliar in
vivo a conten¢do do crescimento populacional deste microrganismo, observou-se que
ndo ¢ tdo evidente ao desafiar animais com grandes quantidades de glicose e amido
(Nagaraja, 1982). Dennis et al. (1981), também observaram a inibicdo de bactérias
produtoras de acido latico (Streptococcus bovis e Lactobacillus) in vitro em culturas
tratadas com esse aditivo e verificaram que a monensina ndo inibe o crescimento da
maioria dos microrganismos que usam o lactato como fonte de energia.

A discrepancia encontrada entre os dois tipos de avaliagdes experimentais pode
estar correlacionada as diferentes massas de bactéria e a capacidade do iondforo de se
ligar com outros materiais. Os ion6foros se acumulam nas membranas celulares e na
massa bacteriana in vitro, sendo este acumulo 10 vezes menor in vivo. Estudos foram
conduzidos com '*C e mostraram que a monensina se adere as particulas de alimento,
protozoarios € em ambos os tipos de bactérias, sensiveis ou resistentes (Chow et al.,
1994).

Apesar de existir essa diferenca entre os métodos in vitro e in vivo, a monensina ¢
capaz de evitar a acidose latica em bovinos induzidos a acidose. Nagaraja et al. (1981)
constataram que os animais tratados via intraruminal com 1,3 mg/kg de peso vivo ndo

apresentaram os sinais clinicos deste disturbio nutricional, enquanto o grupo controle
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apresentou decréscimo do pH sangiliineo, diarréia, inapeténcia, aumento de lactato
ruminal, hiperventilagdo e desidratagao.

Erickson et al. (2003) reportaram que a monensina tende a fazer com que o animal
reduza a taxa de ingestdo e a quantidade de alimento ingerido por refei¢do, aumentando
o numero de refei¢des diarias. Esse ¢ um fato relevante, pois como foi discutido
anteriormente, talvez a acidose que ocorre nos confinamentos brasileiros seja do tipo
subaguda. Assim, a redu¢do do pH acontece apenas pelo acimulo de acidos graxos de
cadeia curta, portanto a ingestdo menor € mais espacada evitaria tal acimulo.

Ao analisar o uso de monensina sodica a partir de um enfoque nutricional, ndo sio
encontrados argumentos consistentes para propor a elimina¢do desse aditivo alimentar
nos sistemas de produg¢do intensiva de carne. Por outro lado, € crescente o numero de
grupos que propdem o menor uso de antibidticos na producdo animal com o intuito de

diminuir o nimero de bactérias resistentes as drogas usadas na saude humana.

2.4.Resisténcia bacteriana aos iondforos versus saude humana

Ao longo da histéria, o homem sempre demonstrou aflicio de infecgdes
bacterianas que causaram miséria, baixa expectativa de vida e periodicos declinios
populacionais humanos. Com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em
1928, seguido pelo desenvolvimento das técnicas de produgdo de antibidticos em escala
industrial, parecia que o homem aperfeicoara a tecnologia que poderia transformar seu
destino. Entretanto, na década de 50, cientistas comegaram a detectar bactérias
resistentes aos antibioticos, resisténcia essa que podia ser transmitida de uma bactéria a
outra através da estrutura extracelular chamada de plasmideo. Na década de 80,
bactérias resistentes as diversas drogas ja eram comuns, deixando explicito que a
batalha entre homem e microrganismos nao seria mais previsivel (Levy, 2002).

Os antibioticos foram primeiramente utilizados como promotores de crescimento
na avicultura. Depois, eventualmente, comegou-se a utiliza-los na suinocultura, pecuaria
de corte e, por ultimo, na leiteira (Visek, 1978). O uso de antibidticos na produgao
leiteira foi suspenso a partir do momento em que se detectou contaminacao do leite. O

leite contaminado com antibioticos ndo pode ser usado na fabricagdo de queijos.
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Adicionalmente, os humanos podem apresentar reagdes alérgicas (Russel ¢ Houlihan,
2003).

Recentemente, o intenso debate sobre as possiveis razoes da evolugdo da
resisténcia bacteriana e que atitudes devem ser tomadas para deté-la tem sido travado
(Lewis et al., 2002). Dois grupos opostos encabecam essa discussdo: o primeiro deles ¢
formado por médicos e veterinarios que usam antibioticos em nivel terapéutico,
enquanto o segundo ¢ composto por pecuaristas que fornecem antibidticos como
promotores aos animais de producdo. Os profissionais da area de satide argumentam que
o uso rotineiro de antibidticos na alimentacdo animal cria a pressdo de selecdo para
resisténcia, a qual pode eventualmente se espalhar para as bactérias que acometem o
homem. Em contrapartida, produtores indicam que a resisténcia ¢ mais provavel de
acontecer quando médicos e veterindrios diagnosticam erroneamente infeccdes e
administram impropriamente antibioticos. Quando isso ocorre, a dosagem recomendada
¢ maior e o ambiente ja possui grande populagdo de bactérias resistentes, como 0s
hospitais (Russel e Houlihan, 2003).

Durante algum tempo, a avopracina foi utilizada com promotor de crescimento em
suinos, aves e bovinos (Owens e Gill, 1981). Esse principio ativo ¢ analogo a
vancomicina, um importante medicamento usado no tratamento de infec¢des contra
bactérias gram-positivas, principalmente em pacientes portadores da AIDS (Russel e
Houlihan, 2003). Klare et al. (1995) e Aarestrup et al. (1995) isolaram enterococcus
resistentes & vancomicina em suinos e poedeiras suplementados com avopracina,
indicando possivel resisténcia cruzada. Bager et al. (1997) posteriormente confirmaram
a correlacdo entre a resisténcia de vancomicina com a suplementagdo de avopracina.
Com isso a Unido Européia baniu o uso desse principio ativo como aditivo alimentar no
ano de 1997.

A mesma analogia esta sendo considerada ao analisar o uso de ion6foros como
promotores de crescimento na produgdo, mas essa extrapolagdo nao ¢ bem suportada
cientificamente. Apenas algumas espécies de animais podem ser suplementadas com
esse aditivo, sendo que essa classe de antibidtico ndo ¢ utilizada como antimicrobiano
para humanos (Russel e Houlihan, 2003). Os efeitos dos ion6foros em humanos ndo
foram ainda determinados experimentalmente. Pressman (1985) observou que as

pessoas expostas a monensina durante a fabricagdo poderiam apresentar sintomas como
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dor de cabega, nausea, sangramento de nariz e rachadura de pele. Também se observou
que produtores que suplementavam o gado poderiam apresentar dor de cabeca ¢ mal
estar.

Mercados consumidores, como a Unido Européia, estdo cada vez mais resistentes
a compra de carne de animais suplementados com esse tipo de antibidtico. londforos sdao
usados extensivamente em varios paises, como Australia, Nova Zelandia e também na
América Latina, mas o uso em bovinos pela Europa ¢ pequeno (Aditivos alimentares
restrup, 2000). Talvez isso se deva pela tendéncia de grande parte dos produtores
europeus possuirem rebanhos de dupla aptiddo (carne e leite). Na Nova Zelandia, a
monensina ¢ usada para aumentar a produgdo de leite e prevenir o timpanismo, mas
necessita de prescricdo veterinaria para o monitoramento ¢ permissao de uso (Russel e
Houlihan, 2003). Como a aprovacdo do uso de monensina pelo FDA (Food and drugs
administration, 6rgdo americano que inspeciona o uso de drogas na producdo de
alimentos) em rebanhos leiteiros ¢ recente nos Estados Unidos, esse ¢ um dos fatores
que corroboram para a formagao da opinido de proibir sua utilizagdo como promotor de
crescimento para bovinos.

Quanto aos residuos deste principio ativo nos alimentos, constatou-se que o0s
ruminantes possuem enzimas hepaticas capazes de inativar ou degradar os compostos
dos ionodforos e a habilidade da circulagdo entero-hepatica de recicla-los de volta para o
trato gastrintestinal via bile (Donoho, 1984). Talvez esse seja um dos motivos pelos
quais a monensina nao ¢ detectada na carcaca. Por outro lado, a constatacdo observada
acima contribui para a idéia de que possa haver grande contamina¢do ambiental por esse
antibidtico e com conseqiiéncias imprevisiveis para animais, plantas e microrganismos.

Do ponto de vista microbioldgico, experimentos in vivo € in vitro indicam que
apenas algumas bactérias ruminais s3o sensiveis aos ionoforos. Bergen e Bates (1984)
notaram que as bactérias resistentes & monensina apresentavam a ag¢do da enzima
fumarato redutase na membrana celular, a qual poderia contrabalancear o fluxo de ions
causado pelos iondforos para o interior do citoplasma. Bactérias gram-negativas sdo, na
maioria das vezes, as mais resistentes aos ionoforos, mas mesmo assim, necessitam de
periodo de adaptagdo para isso. Cepas de Prevotella bryantii foram selecionadas para
resistir @ monensina em doses até 16 vezes maiores que as suportadas por linhagens

sensiveis. Ao se misturar os dois tipos de cepas ¢ suspender a adicdo de monensina ao
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meio de cultura, observou-se que a populacdo resistente foi substituida pela sensivel
(Callaway e Russel 1999; Callaway e Russel, 2000).

A idéia de que a resisténcia bacteriana aos ion6foros ¢ de ordem fenotipica
(adaptagdo fisiologica) e ndo genética ¢ baseada na mensuragdo do fluxo dos ions de
potassio causado pela monensina. Quando a mistura de bactérias ruminais foi obtida de
um animal alimentado com forragem, a quantidade de monensina para catalisar a
deplecao do fluxo de ions de potassio ao maximo era de 0,2 uM. Entretanto esse fluxo
teve que aumentar 8 vezes para que ocorresse a deplecdo, a partir do momento que
administrou-se ao animal doses diarias de 350 mg de monensina. A deple¢do do fluxo
de potassio retornou ao normal ao cessar a suplementacdo com monensina. Lana e
Russel (1996) concluem que a resisténcia a monensina era prevalente antes do
tratamento € o aumento da resisténcia ocorre muito rapido, ndo persistindo apos a
suspensao do uso deste iondforo.

Pelo fato de os modelos experimentais utilizados em pesquisas com antibidticos
usarem grupos pequenos de animais e curtos periodos de tempo, ou seja, a pequena
simulagdo de um vasto universo de possibilidades, torna-se sensato ressaltar que o real
impacto do uso de iondforos como aditivo alimentar ainda ¢ em parte desconhecido
quando se questiona os possiveis efeitos maléficos ao longo de décadas.

Mesmo com a comprovagao cientifica de nao haver indicios de cooperarem com a
resisténcia de microrganismos nocivos a saude humana, serd a opinido do consumidor
que determinara o maior ou menor uso na producao animal. Tecnologias alternativas
que promovam efeitos semelhantes de desempenho podem contribuir para a busca de

um mercado diferenciado capaz de agregar maior valor pago a carne ou leite.

2.5. Imunizacio ativa contra bactérias produtoras de lactato

O wuso de anticorpos na producdo animal € antigo, como, por exemplo, a
administracdo de vacinas. Entretanto a abordagem de uséd-los com a finalidade de
manipular a fermentagdo ruminal para melhorar o desempenho de animais de produgao
¢ recente (Newbold et al., 2001; Hardy, 2002; Berghman et al., 2004).

A aplicag¢do de anticorpos como aditivos alimentares ja foi proposta por varios

autores como alternativa para evitar o aparecimento de bactérias resistentes aos
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antibioticos usados como promotores de crescimento, comumente utilizados na
produgdo animal (Shu et al., 1999; Gill et al., 2000; Shu et al., 2000a; Newbold et al.,
2001; Hardy, 2002; Berghman et al., 2004).

Vacinas intramusculares produzidas a partir de suspensdes de bactérias vivas dos
géneros Streptococcus bovis (cepa Sb-5) e Lactobacillus (cepa LB-27) com a adi¢do de
coadjuvante foram testadas em novilhos confinados com o intuito de prevenir a acidose
latica causada por dietas constituidas por grandes quantidades de amido (Shu et al.,
1999). As imunizagdes foram refor¢adas 30, 44 e 59 dias apds a primeira dose ser
aplicada. Os novilhos receberam dieta composta basicamente de forragem até o dia 91
apods a primeira injecdo, quando entdo, foram desafiados com uma dieta que continha
90% de graos de trigo, para a indugdo da acidose. As concentragdes de imunoglobulina
G (IgG) aumentaram nos animais apds a primeira imunizagdo. O grupo tratado obteve
maior ingestdo de matéria seca (IMS) e menor concentragdo de acido latico 24h apos o
desafio. As concentragdes de Streptococcus bovis foram maiores nos animais controle
até o dia 90, mas nao houve diferenga no dia apds o desafio (dia 92). Em contrapartida,
ndo houve diferencas significativas nas concentracdes de Lactobacillus até o dia 90,
mas diferiu significativamente no dia 92, sendo em maior numero nos animais nao
vacinados. Os autores concluiram que a vacinagao intramuscular pode reduzir o risco de
acidose causada por Streptococcus bovis e Lactobacillus.

Apesar de as vacinas serem eficientes no controle da acidose, a imunizagao ativa
¢ de dificil manipulacao justamente pela rota que o anticorpo atinge o rimen, ou seja,
através da saliva. Sendo assim, ndo é possivel interferir diretamente na quantidade de
anticorpos que irdo agir no ramen. Dessa forma, a imunizacdo passiva, a partir da
ingestdo dos anticorpos, aparenta ser uma nova forma de se fornecer esse tipo de aditivo

alimentar, que ainda se encontra em fase de desenvolvimento.

2.6. O uso potencial de anticorpos aviarios como aditivos alimentares

O sistema imune das aves difere dos mamiferos. A imunizagdo passiva ocorre
principalmente pelo colostro, no caso dos mamiferos. J4 as aves, transferem os

anticorpos junto a deposi¢do de liquidos durante a formac¢do do ovo. Enquanto o ovo



32

ainda se encontra no ovario, a ave ¢ capaz de secretar imunoglobulina Y (IgY) e
incorpora-la a gema. Assim que o ovo percorre o oviduto, IgM e IgA s3o adicionadas

junto a albumina (Schade et al., 2001).

As IgG séricas presentes em galinhas imunizadas sdo eficientemente
transportadas e acumuladas na gema do ovo (Shimizu et al., 1988). Altos niveis de
atividade de anticorpos podem ser mantidos nas gemas se os animais forem
periodicamente imunizados, fazendo com que a produ¢do de IgY seja economicamente

viavel (Shimizu et al., 1988; Lee et al., 2002).

O uso de anticorpos aviarios como aditivo alimentar foi testado por Shimizu et
al. (1988). A estabilidade da IgY anti-Escherichia coli foi desafiada sob varias
condicdes de temperatura, pH e protedlise. A atividade da IgY foi obtida através da
aglutinagdo de culturas vivas da bactéria alvo, no caso Escherichia coli . Observou-se
que a IgY é estavel a temperatura, sendo a atividade mantida a 70° C por 15 minutos. A
IgY foi ativa até o pH 4, ponto que comecou a ocorrer quebras dos peptideos. As
enzimas pepsina e tripsina em baixas concentragdes sdo capazes de alterar esse
anticorpo, mas, mesmo assim, a atividade foi observada. A digestdo por quimiotripsina
ndo produziu nenhuma quebra da imunoglobulina. A IgY demonstrou ser estavel as
condi¢cdes adversas que o sistema digestivo pode vir a representar, o que indica a grande
capacidade para ser utilizado como aditivo alimentar especifico contra microrganismos

patogénicos.

Ikemori et al. (1997) avaliaram a imuniza¢do passiva de bezerros neonatos
contra diarréia causada por coronavirus. As fontes de anticorpos foram a gema de ovo
seca de galinhas imunizadas e o colostro em p6 de vacas, também imunizadas. A
mortalidade foi reduzida no grupo imunizado com gema, quando comparado ao outro
tratamento ¢ o controle. O escore de fezes foi melhor para o grupo que recebia o
anticorpo aviario, que o controle. Com o colostro foram necessarias duas vezes a
quantidade de anticorpo para atingir o mesmo escore de fezes que os animais que
recebiam a gema. O tratamento com gema resultou em melhor ganho de peso didrio que
0 grupo sem tratamento. A necessidade de maior quantidade de anticorpos oriundos do
colostro para se equiparar ao tratamento com anticorpos aviarios reforca a teoria de que

a IgY ¢ resistente a protedlise causada pelo suco gastrico. Os autores concluiram que a
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gema seca advinda de galinhas imunizadas ¢ eficiente no controle de diarréias causadas
por coronavirus, especialmente pelos melhores resultados quando comparados ao

colostro em p6 de vacas imunizadas.

2.7. Parametros ruminais, desempenho e caracteristicas de carcaca de bovinos

tratados com anticorpos policlonais aviarios

Os estudos com o preparado de anticorpos policlonais, como modificadores da
fermentagdo ruminal, foram iniciados na metade da primeira década deste século pelo
grupo de pesquisadores da Universidade de Minnesota, sob lideranga do professor
Alfredo DiCostanzo. Logo apods os primeiros ensaios cientificos americanos, no ano de
2006, a linha de pesquisa foi introduzida no Brasil e faculdades como a Unesp de
Botucatu e Usp de Pirassunuga também iniciaram projetos de pesquisa nessa linha.
Ainda, experimentos também foram conduzidos pela Universidade Autonoma de
Barcelona. Abaixo segue a compilacdo da maioria dos resultados obtidos pelos
trabalhos conduzidos por essas institui¢des de pesquisa.

DiLorenzo et al. (2006) propuseram avaliar o efeito do preparado de anticorpos
policlonais em novilhos confinados que recebiam dietas densamente energéticas
composta basicamente por milho. Foram testados anticorpos especificos contra
Streptococcus bovis ou Fusobacterium necrophorum e suas interacdes com aditivos
alimentares (300 mg monensina/dia mais 100 mg tilosina/dia). O intuito era reduzir a
populacao dessas bactérias e conseqlientemente a incidéncia de acidose e abscesso
hepéatico. Encontrou-se resposta cubica na reducdo de Streptococcus bovis presente no
fluido ruminal quando se aumentou a dosagem de preparado de anticorpos contra
Streptococcus bovis de 2,5 mL/dia para 7,5 mL/dia. A inclusdo de aditivos alimentares
ndo surtiu efeito na contagem de Streptococcus bovis presente no rimen. Entretanto,
observou-se efeito de sinergismo no tratamento que recebia preparado de anticorpos
contra Streptococcus bovis e aditivos alimentares juntos, o qual reduziu com maior
eficacia a contagem deste microrganismo. A contagem de Streptococcus bovis nao foi
alterada pela administragdo de preparado de anticorpos contra Fusobacterium

necrophorum, o que demonstra a alta especificidade destes anticorpos, suportada
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também pelo fato de que a contagem total de bactérias anaerdbias ndo sofreu efeito em
nenhum dos tratamentos com os anticorpos.

Houve aumento do pH com a administragdo de preparado de anticorpos contra
Streptococcus bovis, o qual ndo diferiu do tratamento com aditivos alimentares ou com
anticorpos mais aditivos alimentares. Esse dado confirma os resultados encontrados por
Shimizu et al. (1988), que defendiam a estabilidade e acdo da IgY em ambientes
desafiadores as proteinas como o trato gastrintestinal.

A contagem de Fusobacterium necrophorum presente no fluido ruminal foi
reduzida no tratamento que recebia preparado de anticorpos contra Fusobacterium
necrophorum e também no tratamento com aditivos alimentares. Maior reducdo de
Fusobacterium necrophorum ocorreu no tratamento de aditivos alimentares quando
comparado com o tratamento que recebia aditivos alimentares e preparado de anticorpos
contra Fusobacterium necrophorum juntos. No entanto, ndo foi esclarecida a razio pela
qual ocorreu esse efeito antagonico. O pH ndo foi alterado ao administrar preparado de
anticorpos contra Fusobacterium necrophorum, sendo similar ao do grupo controle. Os
autores concluiram que os anticorpos foram eficientes na diminui¢ao dessas duas
espécies de bactérias presentes no ramen, apresentam alta especificidade e podem ser
eficientes para a reducdo de condigdes que predisponham os animais a acidose e
abscesso hepdatico. Complementariamente, a hipdtese de reduzir a incidéncia de
abscesso hepatico foi confirmada posteriormente pelo mesmo autor (DiLorenzo et al.,
2008).

Marino et al. (2007) avaliaram a agdo dos anticorpos policlonais conta
Streptococcus bovis e bactérias hiperfermentadoras de amoénia, em vacas canuladas
recebendo dieta de alta propor¢do de concentrados e encontraram que o pH ruminal de
animais tratados com anticorpos ndo diferiu do grupo tratado com monensina, sendo
ambos maiores que o controle. Observou-se nesse estudo que a monensina diminuiu a
relagdo acetato: propionato, enquanto os animais suplementados com anticorpos
mantiveram a propor¢ao de acetato alta. Essa caracteristica de ndo alterar o padrao de
fermentagdo ao se usar anticorpos, pode se revelar uma desvantagem ao compara-lo
com a monensina, pois desta maneira, a vantagem maior de se administrar anticorpos

seria somente o melhor controle do pH ruminal, enquanto a monensina também
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promove fermentagdo mais eficiente por aumentar a propor¢ao de propionato e diminuir
a produ¢do de metano.

Por outro lado, Otero et al. (2007) observaram o aumento da degradabilidade
potencial da FDN e da populacao de protozoarios Isotricha quando o mesmo preparado
utilizado por Marino et al. (2007) foi avaliado. Os resultados citados acima sao
relevantes pela razdo de que a dieta utilizada pelos confinamentos comerciais brasileiros
utilizarem em média, 28% de volumoso (Millen et al., 2009). Dessa forma, a melhoria
de desempenho ainda pode ser conseguida com esse tipo de dieta se ocorrer o aumento
da degradabilidade da fibra.

DiLorenzo (2004) também realizou outro estudo de anticorpos policlonais com
objetivo de observar o desempenho e caracteristicas de carcaga de novilhos castrados e
confinados que recebiam preparado de anticorpos policlonais. Durante dois anos
consecutivos, 226 e 192 novilhos angus e cruzados foram alimentados com dietas de
alta inclusdo de grios que continham preparado de anticorpos contra Streptococcus
bovis, preparado de anticorpos contra Fusobacterium necrophorum ou os dois
anticorpos juntos. Os animais tratados com o preparado de antcorpos policlonais
obtiveram peso vivo final maior que o controle € o grupo que recebia os dois
tratamentos. Esse resultado foi explicado pelo maior ganho de peso médio diario dos
grupos que recebiam apenas um tipo de anticorpo. O grupo que recebeu preparado de
anticorpos contra Streptococcus bovis demonstrou melhor eficiéncia alimentar que o
controle, enquanto que o tratamento com preparado de anticorpos contra Fusobacterium
necrophorum ndo diferiu de preparado de anticorpos contra Streptococcus bovis € o
controle.

A deposicdo de gordura na carcaga foi maior no tratamento de preparado de
anticorpos contra Streptococcus bovis que no controle. Entretanto, nenhuma diferenca
foi observada quando a deposicao de gordura foi ajustada ao peso de carcaga quente. Os
animais dos tratamentos de preparado de anticorpos contra Streptococcus bovis e
preparado de anticorpos contra Fusobacterium necrophorum apresentaram espessura de
gordura subcutidnea semelhantes. A area de olho de lombo, a gordura visceral e a
marmorizagao nao sofreram influéncia dos anticorpos. O autor inferiu que os anticorpos
aumentaram o desempenho sem impactos negativos na carcaca de novilhos castrados

alimentados com dietas de alta porcentagem de graos.
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Contudo, DiLorenzo et al. (2008) e Pacheco et al. (2008) encontraram menores
rendimentos de carcaga para novilhos que recebiam o tratamento com anticorpos. A
razdo de tal constatacdio ainda ¢ desconhecida e nenhuma teoria explica
satisfatoriamente esses dados até o momento.

Resultados de desempenho obtidos com o uso de anticorpos policlonais
comparados com a monensina sdédica em animais jovens com diferentes propor¢des de
genoétipo zebuino e recebendo dietas com grande proporcao de graos foram avaliados
por Millen et al. (2007). Segundo os autores ndo houve interacdo entre grupo genético e
aditivo alimentar. Animais suplementados com anticorpo apresentaram ganho de peso,
ingestao de matéria seca em quilos, conversdo alimentar e custo para ganhar um quilo
de peso vivo similares aos suplementados com monensina. A ingestdo de matéria seca
em porcentagem do peso vivo foi maior para animais suplementados com anticorpos,
talvez pelo fato de a monensina apresentar o efeito de limitador da ingestdo de matéria
seca, enquanto os anticorpos mantiveram a ingestdo normal e evitaram a acidose
ruminal.

Barducci et al. (2009) estudaram a inclusdo ou nao de monensina sédica ou
preparado de anticorpos policlonais contras as bactérias Streptococcus bovis,
Fusobacterium necrophorum, Lactobacillus spp., E. coli ¢ endotoxinas sob a forma
solida, em dietas com altos teores de concentrado para bovinos jovens Brangus em
confinamento. Os animais suplementados com monensina apresentaram melhor
eficiéncia alimentar, maior ganho de peso didrio ¢ maior peso de carcaca quente que
aqueles que ndo receberam monensina. Ainda, os grupos tratados com esse ion6foro
apresentaram melhor eficiéncia alimentar, maior ganho de peso didrio e maior peso de
carcaca quente que aqueles que nao receberam esse principio ativo. Em contrapartida, a
adi¢do do preparado na dieta ndo melhorou o desempenho dos bovinos confinados e
nem afetou negativamente a ingestdo de matéria seca ou rendimento de carcaca.

Contrariamente, Millen (2010) observou desempenhos semelhantes entre a
monensina e o preparado na forma sélida contra Streptococcus bovis, Fusobacterium
necrophorum, bactérias ruminais hiperfermentadoras de amonia e endotoxinas em
bovinos jovens com diferentes graus de sangue zebu confinados e alimentados com alta
proporcao de concentrados. Adicionalmente, a monensina reduziu a ingestdo de matéria

seca em porcentagem do peso vivo e a deposi¢do de tecido muscular foi mais
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prolongada nos animais que recebiam o preparado. O autor inferiu que possivelmente os
anticorpos contra as bactérias hiperfermentadoras de amonia diminuiram a proteolise (e
provavelmente a deaminagdo) ruminal, o que aumentou o fluxo de proteina passante
(“by pass”) para o intestino, efeito benéfico neste caso, pois eram animais em
crescimento. Complementariamente, o preparado ndo interfere na qualidade de carne,
isto €, maciez e perfil de 4acidos graxos (Pacheco et al., 2008 e Fossa et al., 2008).

A melhoria de desempenho obtida nos estudos com animais suplementados com
o preparado pode ser em parte explicada pela melhoria de fermentagdo ruminal através
do controle do pH. No experimento de Millen et al. (2007) foi constatado menor
incidéncia de rumenites para os animais tratados com anticorpos (Streptococcus bovis,
Fusobacterium necrophorum, hiperfermentadoras de amonia e endotoxina) em relagao a
monensina. Contudo, Sarti et al. (2009) ndo observaram o mesmo resultado ao
avaliarem um preparado, sob a forma soélida, com composicdo semelhante ao
experimento citado acima, com excessdo da substituicdo dos anticorpos contra as
bactérias hiperfermentadoras de amonia pelo de Lactobacillus ssp. Ainda, os animais
tratados com monensina neste estudo, apresentaram maior area de absor¢do por cm® de
parede ruminal que os animais que ndo receberam este principio ativo. Esse resultado
infere o possivel efeito indireto da monensina em controlar o pH pelo aumento do
desaparecimento ruminal de acidos organicos.

A partir da interpretacao advinda da reunido dos resultados de todos os estudos
conduzidos até o momento com o preparado, torna-se necessaria a exposi¢do dos
seguintes pontos criticos da geragdo de dados cientificos nos trabalhos nacionais citados
nesta se¢do: 1-Existe grande variacdo na composicao dos preparados entre os estudos,
causada pelas diferentes formulagdes e tipos de bactérias alvos. Por consequéncia,
aumenta-se a variabilidade das respostas entre as pesquisas. 2-Os resultados indicam
que a falta de resultado ocorreu, na maioria das vezes, em experimentos com o produto
solido. Assim, levanta-se a divida se o processo de secagem diminui a atividade deste
aditivo em potencial. 3-No caso dos experimentos nacionais, ndo foi realizada ainda a
contagem ruminal e constatacdo da diminuicdo dos microrganismos alvos. Neste
aspecto, o investimento de pesquisa com RT-PCR (PCR em tempo real) poderia
esclarecer essa caréncia de informagdo. 4-Partindo-se da suposicao de que a acidose

ruminal subaguda (ocasionada pelo acimulo de acidos graxos de cadeia curta) seja a
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que ocorra em maior freqiiéncia em operagdes comerciais de alimentagdo de bovinos e
constatando-se que as bactérias alvos relacionadas a essa desordem nutricional presentes
nos preparados sdo produtoras de lactato, logo, seu efeito benéfico estaria mais
relacionado com a acidose aguda. Portanto, a indagacdo se esse aditivo alimentar
apresenta o perfil indicado para o controle da acidose subaguda torna-se pertinente.
Adicionalmente, os trabalhos nacionais foram conduzidos com animais ja adaptados a
dieta de alta propor¢ao de concentrados, fato este que nao pdem a prova a real eficacia

do preparado em controlar a acidose.
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Fermentac¢ao ruminal de bovinos induzidos a acidose tratados com monensina
sddica ou anticorpos policlonais contra bactérias precursoras de distirbios

nutricionais

RESUMO: O presente ensaio de pesquisa objetivou avaliar o preparado de anticorpos
policlonais contra as bactérias ruminais precursoras de distirbios nutricionais
(Streptococccus bovis, Lactobacillus ssp. e Fusobacterium necrophorum) na forma
solida, como aditivo alimentar preventivo a acidose ruminal em bovinos e substituto a
monensina. Nove vacas canuladas no ramen com 677+98 kg de peso vivo médio foram
agrupadas em baias individuais através de delineamento inteiramente casualizado com
dois periodos de 20 dias. Separaram-se os animais em trés tratamentos: controle (CTL),
preparado de anticorpos policlonais (PAP) e monensina sddica (MON). Nos primeiros
cinco dias de cada periodo, os animais receberam apenas cana e ureia como alimento.
Em seguida, foi fornecida a dieta desafio com aproximadamente 74% de concentrado
por 15 dias, com o intuito de causar acidose ruminal. Houve um tempo de 15 dias entre
cada periodo para a readaptacdo dos animais a dieta de volumoso. As varidveis
experimentais foram: ingestdo de matéria seca (em kg, IMKG; % do peso vivo, IMPV;
e metabodlico, IMPM, respectivamente), flutuacdo da ingestdo de matéria seca (FIMS)
dos dias subseqiientes ao desafio com a dieta de concentrado ¢ os parametros de
fermentagdao ruminal (pH do liquido ruminal, lactato ruminal, concentragdo de acidos
graxos de cadeia curta, nitrogénio amoniacal e lactato ruminal). Nao houve efeito de
tratamento (P > 0.05) tanto para a ingestdo de matéria seca quanto para a flutuacao da
ingestdo de matéria seca. Os animais tratados com monensina apresentaram pH mais
alto (P < 0.0001) que os demais tratamentos (MON = 6.06 vs. PAP = 5.89 ¢ CTL =
5.91), independente de tempo. A concentragdo ruminal de lactato permaneceu baixa
(0.23 mM), mesmo apds o desafio com concentrado. A concentragdo de N-amoniacal do
CTL foi menor (P = 0.0039), comparado a MON e PAP (14.74 e 13.64 vs. 11.20
mg/dl, para MON, PAP e CTL, respectivamente), independentemente de tempo. Os
tratamentos ndo influenciaram a propor¢ao molar de acetato (P = 0.3288). Entretanto,
houve interagdo dia x tratamento (P = 0.0079), para a propor¢cao molar de propionato,
na qual a MON aumentou a propor¢do deste adcido nos quatros dias subsequentes ao

desafio. Da mesma forma, a MON reduziu (P = 0.0007) a relagdo acetato/propionato
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nos trés dias seguintes ao desafio. Ambos os tratamentos foram eficazes em diminuir (P
= 0.0001) a propor¢ao molar de butirato (15.42 e 16.35 vs. 18.43 mol/100 mol; para
MON , PAP e CTL, respectivamente). A acidose gerada ndo foi latica e, assim, talvez
ndo foram atingidas as condicdes para o PAP agir sobre as bactérias produtoras de
lactato. Em contrapartida, a MON foi eficaz em controlar o pH e melhorar a

fermentagdo ruminal de animais induzidos a acidose ruminal subaguda.

Palavras-chave: imunizagdo passiva, aditivos alimentares, Streptococcus bovis,

Lactobacillus ssp.
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Ruminal fermentation of acidosis induced cows treated with monensin or
polyclonal antibodies preparation against several nutritional disturbs precursor

ruminal bacteria

ABSTRACT: This study was designed to evaluate the potential of the dry form of a
multivalent polyclonal antibody preparation against several nutritional disturbs
precursors ruminal bacteria (Streptococccus bovis, Fusobacterium necrophorum and
Lactobacillus ssp.), as acidosis preventative feed additive to high concentrate fed cattle
and as an alternative to monensin. It was used nine cannulated cows (677498 kg of BW)
allocated in a completely randomized desing with two periods of 20 d. Animals were
separated in three treatments: control (CTL), multivalent polyclonal antibody
preparation (PAP) and monensin sodium (MON). During the first five days of each
period, animals were fed all forage diet. Ruminal acidosis was induced by an abrupt diet
switch to a 74% concentrate diet during 15 d. An interval of 15 d was considered as
ruminal washout in the meantime of the two periods, when animals were refed all
forage diet to restablish normal ruminal pH conditions and cellulolitic microbial
population. Ruminal acidosis evaluation parameters were: dry matter intake (kg/d, % of
BW and % of BW"”’; DMIK, DMIB and DMIM respectivelly), dry matter intake
fluctuations (DMIF) during the subsequent days after concentrate challenge, ruminal
fermentation (pH; SCFAs, lactate and NH;3-N concentrations). There were no treatment
main effects (P > 0.05) for DMIK, DMIB, DMIM or DMIF. Higher pH was measured
(P <0.0001) in MON, compared to the other two treatments (MON = 6.06 vs. PAP =
5.89 and CTL = 5.91). Ruminal lactate concentration remained low (0.23 mM)
throughout the entire experimental period. Ruminal ammoniacal-N concentration of
CTL was lower (P = 0.0039), compared to MON and PAP (14.74 and 13.64 vs. 11.20
mg/dl, for MON, PAP and CTL, respectivelly). Molar concentration of acetate was not
affected (P = 0.3288) by treatments. However, an interaction day x treatment (P =
0.0079) for propionate molar concentration was found, where MON increased the
concentration of this SCFA during four days subsequents challenge. Similarly, MON
reduced (P = 0.0007) acetate:propionate ratio during three days following challenge.
Both treatments were effective in reducing (P = 0.0001) molar proportion of butirate

(15.42 and 16.35 vs. 18.43 mol/100 mol; for MON, PAP and CTL, respectivelly). The
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type of ruminal acidosis generated in the present study was not latic and possibly did
not promote adequade conditions for PAP control ruminal lactate-producing bacteria
populations. Nevertheless, MON was effective in controlling pH and improved ruminal

fermentation in animals induced to subacute ruminal acidosis.

Keywords: passive immunization, feed additives, Streptococcus bovis, Lactobacillus

SSp.
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INTRODUCAO

A acidose ruminal ¢ o distirbio nutricional de maior importancia econdmica em
sistemas intensivos de produgdo de bovinos. Os custos diarios advindos da acidose
subaguda podem chegar a 1.12 ddlares por animal em rebanhos leiteiros diagnosticados
com esse disturbio (Stone, 1999). No tocante ao gado de corte, nutricionistas e gerentes
de operagdes comerciais de confinamento americanos e¢ canadenses atribuem a acidose
subclinica e ao desempenho reduzido, o custo entre 15-20 ddlares por animal, devido a
perda de eficiéncia (Schartzkopf-Genswein et al., 2003). Similarmente, no estudo
conduzido com nutricionistas brasileiros que atuam em confinamentos de gado de corte,
foi levantado que a acidose ¢ o segundo maior problema de satide que acomete os
bovinos alimentados nesse sistema de engorda, abaixo apenas dos problemas
respiratorios (Millen et al., 2009). Dentre as diversas formas de manejos preventivos
contra esse distirbio nutricional, destaca-se a inclusdo de antibidticos ion6foros, como a
monensina sodica (MON), nas dietas de bovinos alimentados com alta propor¢do de
concentrados. A eficacia deste principio ativo em reduzir tanto a ingestdo de matéria
seca quanto a produgdo ruminal de acido latico (fatores esses criticos para o controle da
acidose ruminal) é comprovada por décadas (Goodrich et al., 1984).

Paralelamente, existe a busca pela producao de alimentos livres de antibidticos,
como no exemplo da Unido Européia que baniu o uso dessas substincias desde 2006
(European Community, 2003). Por essa razdo, as industrias de leite e carne desse
continente pesquisam ativamente alternativas estratégicas para a redugdo da acidose
(Blanch et al., 2009). A imunizagdo passiva contra bactérias precursoras de distirbios
nutricionais, em teoria, apresenta a possibilidade de aditivo alimentar que preenche a
necessidade do menor uso de antibioticos em sistemas intensivos de alimentagdo de
bovinos. Preparados de anticorpos policlonais (PAP), na forma de apresentacao liquida,
demonstraram ser eficazes no controle do pH e das populagdes de bactérias alvos
precursoras de disturbios nutricionais (Streptococcus bovis e Fusobacterium
necrophorum) em animais alimentados com alta propor¢ao de graos (DiLorenzo et al.,

2006) e também no controle da acidose em animais durante a transi¢do rapida

para uma dieta de alta propor¢ao de concentrados (Blanch et al., 2009).
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Entretanto, até o presente momento, nenhum estudo de metabolismo ruminal
com o PAP apresentado na forma sdélida foi conduzido sob condi¢do mais extrema de
mudanga abrupta de dieta, partindo-se de altas proporgdes de forragens para altas
propor¢des de concentrado. Adicionalmente, a maioria dos experimentos realizados
com animais induzidos a acidose, dentre os quais visavam a avaliacdo de aditivos
alimentares, foram delineados para o monitoramento da fermentagdo ruminal em curtos
periodos de tempo (entre 1 e 2 d). Assim, existe a caréncia de informagdo sobre a
persisténcia de acdo dos aditivos alimentares, juntamente com o tempo de administracdo
necessario para reduzir os efeitos negativos deste disturbio nutricional sobre
fermentagdo ruminal. Dessa forma, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar o potencial
do PAP na forma so6lida como substituto da MON na prevenc¢do a acidose ruminal ao

longo do periodo de 15 d.

MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos, mao-de-obra treinada e instalagdes experimentais estao
de acordo com as normas do comité de ética (CEEA) da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu.

Animais e Instala¢do Experimental

O ensaio de pesquisa foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (USP), Campus de Pirassununga — Sdo Paulo.
Foram utilizadas nove fémeas bovinas holandesas, ndo gestantes e ndo lactantes com
peso vivo médio de 677 + 98 kg e portadoras de canula ruminal com 10 cm de didmetro
e 7,5 cm de espessura. Os animais foram mantidos em galpao coberto, em baias
individuais providas com cochos de cimento, bebedouros automaticos individuais e
camas de areia para o descanso. O estdbulo possuia ventiladores suspensos no teto que
eram ligados nas horas mais quentes do dia, para amenizar os efeitos de temperatura

ambiente.
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Delineamento experimental e Tratamentos

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado divididos em dois
periodos experimentais (Tabela 1.). A escolha por apenas dois periodos experimentais ¢
atribuida a tentativa de evitar a diluicdo do efeito de desafio as dietas de alto
concentrado pelo possivel aprendizado adquirido ou memoria metabolica de evitar
grandes ingestdes de concentrado.

Os tratamentos foram em nimero de trés, respectivos aos diferentes modificares
ruminais mais o grupo controle:
Tratamento A: Controle
Tratamento B: Monensina

Tratamento C: PAP

O fornecimento dos aditivos foi realizada duas vezes ao dia, entre os dias 0 € 14
de cada periodo experimental, via fistula ruminal, antes de cada refei¢do e dentro de
envelopes confeccionados em papel absorvente. A monensina foi administrada na dose
300 mged”, o que corresponde a 3 ged’ do produto comercial Rumensin - Elanco®.
Este produto comercial contém 10% de monensina sddica por quilo de produto. J& o

PAP (CAMAS Inc®) foi administrado na dose de 3 g'd'1 (correspondente a 10 mL do
produto liquido).

Periodo experimental

O experimento teve duracdo total de 55 d, divididos em dois periodos de 20 d
cada (d -5 ao d 14), com intervalo de readaptacdao a dieta volumosa de 15 d entre os
periodos, a fim de reestabelecer as condi¢des normais de pH ruminal, juntamente com a
repovoacdo do ramen pelos microrganismos celuloliticos. Durante o d -5 ao -1, os
animais receberam apenas dieta volumosa, composta de cana-de-agiicar suplementada
com uréia (1.4% da MS) e sal mineral, de forma a suprir uma quantidade consideravel
de proteina bruta aos animais (14.05 % de PB, 43.98% de FDN e 22.18% de FDA,
baseado na MS). A partir do d 0, foi oferecida a dieta concentrada (53.6% da MS
composta pela silagem de graos imidos de milho) até o d 14. Entre o d -5 ao d 14 foram
medidas as seguintes variaveis: consumo individual de matéria seca; determinagdo do

pH ruminal; concentragdo ruminal de lactato total; dosagem de 4cidos graxos de cadeia
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curta (AGCCs) no conteudo ruminal; dosagem das concentragdes de nitrogénio
amoniacal no contetido ruminal.

Anteriormente aos dois periodos experimentais, aproximadamente 20 kg de
contetido ruminal foi extraido de cada animal e feita a mistura dessas por¢des. Logo
apos esse procedimento, a mesma quantidade de conteido ruminal retirado e ja
misturado, foi devolvida a cada animal. Tal procedimento visou a homogeneizagao da

populagdo microbiana ruminal anteriormente a aplicagdo do tratamento experimental.

Manejo nutricional

Independentemente do tipo de dieta fornecida, os alimentos foram oferecidos
duas vezes ao dia, as 0800h e 1600 h. A dieta desafio foi administrada na forma de
racdo completa, com relagdo volumoso:concentrado de 26:74, na qual a fonte de
volumoso utilizada foi a cana-de-agucar fresca (2.9% de PB, 47.48% de FDN e 25.68%
de FDA, baseado na MS) e picada com particula média de 1,14 cm de acordo com
metodologia proposta por Lammers et al. (1996). A porcdo protéica concentrada da
dieta foi composta por farelo de soja (44.12% de PB, 20.57% de FDN e 7.30% de FDA,
baseado na MS), enquanto a silagem de graos umidos de milho (7.91% de PB, 6.22% de
FDN e 3.31% de FDA, baseado na MS) foi usada como fonte energética. As proporgdes
dos diversos ingredientes na dieta e a composi¢do bromatoldgica da mesma esta descrita
na Tabela 2. As andlises bromatoldgicas e de matéria seca, matéria mineral (MM), PB,
extrato etéteo (EE), calcio e fosforo foram realizadas de acordo com AOAC (1990),
enquanto as de FDN corrigidas para cinzas e FDA foram realizadas de acordo com Van
Soest et al. (1994). Para a andlise de FDN, foi adicionada a a-amilase e uréia. A
concentracdo de amido foi realizada segundo Pereira e Rossi Jr. (1995), fazendo-se a
prévia extragdo de carboidratos segundo Hendrix (1993). A dieta foi formulada segundo

o NRC (2001) e avaliada no programa CNCPS versao 5.0.40 (Fox et al., 1992).

Preparado de anticorpos policlonais

Procedimentos similares aos descritos por DiLorenzo et al., (2006) foram
utilizados para a geragdo dos PAP, com a excegdo de que um PAP multivalente foi
testado, ao invés de preparados especificos como descrito anteriormente. Os anticorpos

policlonais foram produzidos pela CAMAS Inc. (Le Center, MN, USA). O produto
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comercial contém 39.5% de imunoglobulinas contra Streptococcus bovis (ATCC 9809),
17.6 % contra Lactobacillus ssp. (ATCC 4356; 14917; 9649 e 7469), 13.20% contra
Fusobacterium necrophorum (ATCC 27852), 17.6% contra E. coli O157:H7 e
endotoxinas. Streptococcus bovis e Lactobacillus ssp. sdo as bactérias que mais
produzem acido lactico durante o processo de acidose, Fusobacterium necrophorum € o
causador de abscessos hepaticos em animais com acidose, enquanto a E. coli ¢ um
patdgeno para humanos que habita o rimen e as endotoxinas sdo os lipopolisacarideos
que estdo presentes nas paredes de bactérias ruminais gram-negativas, sendo liberadas
em situacdes de morte bacteriana e podem debilitar o sistema imune do animal
hospedeiro. O PAP com a forma de apresentagdo solida foi obtido pelo processo de
SPRAY-DRYER, o qual foi mantido em embalagens hermeticamente fechadas durante

o periodo experimental, protegidas do calor e luz solar.

Colheita de amostras e métodos laboratoriais

Ingestio de matéria seca

Para avaliagdo da ingestdo de matéria seca (em kg = IMKG; em % PV = IMPV
e peso metabolico = IMPM), as dietas fornecidas e as sobras foram coletadas e pesadas,
iniciando-se no d -4 e finalizando-se no d 15. O manejo de cocho visava a sobra ao
redor de 10% da quantidade de alimento oferecida aos animais. Se ocorresse uma sobra
<10%, aumentava-se 10% do oferecido no dia anterior. Caso contrario, sobra acima de
10%, retirava-se 10% da quantidade oferecida anteriormente. Adicionalmente, a
flutuacdo de ingestdo de matéria seca (FIMS) foi calculada para cada animal, como a
diferenca do consumo de matéria seca entre dias consecutivos. O calculo foi realizado
entre os dias -1 e 3 de cada periodo experimental, de acordo com metodologia proposta

por Bevans et al. (2005).

Pardametros de fermentacdo ruminal
Em cada coleta didria, foram retirados em trés diferentes pontos do rimen
(através de uma bomba elétrica a vacuo), pelo menos 500 mL de conteudo ruminal, que

foram devolvidos ao rimen-reticulo, apos colheita das devidas aliquotas. As coletas
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foram realizadas diariamente, desde o d -5, as 11 h, ou seja, trés horas apos o
arragoamento matinal, efetuado as 0800 h.

PH ruminal. Imediatamente apos a coleta, 100 mL de fluido ruminal foram
utilizados para a determina¢do do pH em potenciométrico digital portatii (HANNA
instruments HI8424), calibrado com solugdes tampao de pH 4.0 e pH 7.0.

Dias em que os animais apresentaram acidose (DEA). De acordo com
defini¢des criadas por diversos autores (Britton e Stock, 1989; Owens et al., 1998;
Kause e Oetzel , 2006 e Nagaraja e Titgemeyer, 2007), ¢ considerada a ocorréncia de
acidose subaguda quando o pH for < 5.6. Desta maneira, contabilizou-se o numero de
dias cujo pH ruminal de cada animal dentro de determinado tratamento foi constatado
pH < 5.66. A adocdo da segunda casa decimal deve-se a sensibilidade do aparelho de
mensuragao de pH. Assim, valores de pH a partir 5.66 foram considerados pH 5.7 ¢
descartados como pH acidético. Foi contabilizada apenas a fase experimental pos-
desafio e os resultados foram expressos em porcentagem desta fase.

Lactato total. Para a determinacdo da concentragao ruminal de lactato total, 2
mL de liquido ruminal foram colocados em tubos de ensaios sem conservantes e
mensurados posteriormente pela técnica colorimétrica segundo Pryce (1969).

Acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Para a determinagio dos acidos graxos
de cadeia curta, uma fracao de aproximadamente 100 mL de contetido ruminal foi
centrifugada a 3500 x g por 15 min; 1 mL do sobrenadante foi colocado em tubo de
ensaio arrolhado, sendo acondicionado com 0.2 mL de acido féormico e mantido em
congelador (-20 °C) até o momento da andlise, realizada através de cromatografia
gasosa, segundo método descrito por Erwin et al. (1961). Para esta avaliacdo foi
utilizado cromatografo a gas (Thermo Scientific®, modelo Focus GC) com injetor
automatico de amostras (Thermo Electron Corporation®, modelo AS-3000) equipado
com coluna de vidro de 2 m de comprimento ¢ 1/5" de didmetro interno empacotada
com fase estacionaria 80/120 Carbopack® B-DA/4% Carbowax® 20M (Supelco®) e
detetor de ionizagdo de chama (FID) mantido a 270°C. O forno do cromatdgrafo a gas
foi mantido a 190°C durante as analises e a temperatura do injetor foi de 220 °C. O gas
de arraste foi o H, de alta pureza, mantido em fluxo de 30 mL/min. O nimero de
repeti¢des por amostra foi aquele necessario para que a diferenca entre leituras seja

inferior a 5%.
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Nitrogénio amoniacal. Para determinacdo da concentragdo de nitrogénio
amoniacal (N-NH3), fracdes de 2 mL de liquido ruminal foram colocadas em tubos de
ensaio contendo 1 mL de solucdo de 4cido sulfurico 1N e armazenadas sob refrigeracdo
até a realizacdo das andlises por colorimetria, segundo método descrito por Kulasek

(1972) e adaptado por Foldager (1977).

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se do programa computacional
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2003), sendo anteriormente verificada a
normalidade dos residuos pelo Teste de SHAPIRO-WILK (PROC UNIVARIATE) e as
varidncias comparadas pelo Teste “F”. Os dados (varidvel dependente) que ndo
atenderam a estas premissas foram submetidos a transformacao logaritmica [Log (X+1)]
ou pela raiz quadrada [RQ (X+1/2)]. Os dados originais ou transformados, quando este
ultimo procedimento foi necessario, foram submetidos a andlise de variancia que
separou como fontes de variagdo os efeitos de tratamentos e periodo, adicionados ainda
do fator medidas repetidas no tempo, referentes aos diferentes dias de amostragem
(Tabela 3.). Tal analise foi realizada utilizando-se o procedimento MIXED do SAS. A
analise por tempo somente foi realizada quando as interacdes entre efeito de tempo e
efeito de tratamentos foram significativas. A separacdo entre as médias foi realizada
pelo teste de Tukey. Foi utilizado um nivel de significancia de 5% para todos os testes

realizados.

RESULTADOS

Ingestio de matéria seca

Nao foram encontradas interagdes entre dia e tratamento para IMKG (P =
1.000), IMPV (P = 0.9999), IMPM (P = 0.9999) e FIMS (P =0.9411). A administragdo
dos aditivos alimentares via canula ruminal ndo resultou em alteragdes (P > 0.1143) de
ingestao de matéria seca (IMKG, IMPV, IMPM e FIMS) para nenhum dos tratamentos,
quando comparados ao controle (Tabelas 4 e 5). Entretanto, foi encontrado efeito de dia

(P <0.0001) para todas as variaveis de ingestdo de matéria seca citadas acima. Nota-se
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que ocorreu grande pico de ingestdo no d 0 (18.29 kg ou 2.60% do PV), dia de inicio do
fornecimento da dieta desafio, seguido de grande declinio no d 1 ( 3.67 kg ou 0.54 % do
PV; Figuras 1 e 2). A partir do d 2, a ingestdo de matéria seca apresentou o padrdo
crescente (8.34 kg ou 1.23 % do PV) e se estabilizou ao redor do d 8 ( 12.96 kg ou 1.86
% do PV). Tal instabilidade de ingestdo de matéria seca pode ser observada na Tabela
5. A diferenga média de ingestao entre a dieta de forragem no d -1 e a dieta desafio no d
0, foi de 10.61 kg a mais para a dieta concentrada. Em contrapartida, os animais
ingeriram 14,63 kg de racdo a menos no d 1, em relacdo ao d 0. Adicionalmente, foi
observada a diminui¢do da variagdo da IMS a partir do d 2 (4,67 kg) e d 3 (1,29 kg), o

que corrobora com o padrao crescente encontrado na IMKG e IMPV.

Fermentacdo ruminal

pH. Nio foi encontrada interacdo entre dia e tratamento (P = 0.1936) para a
variavel pH. A adi¢do intraruminal de monensina resultou em maior pH (P < 0.0001) na
terceira hora pos-prandial, comparado aos outros tratamentos (MON = 6.06 vs. CTL =
5.91 e PAP = 5.89; Tabela 6). Adicionalmente, foi encontrado efeito de dia (P <
0.0001) para essa variavel, onde é possivel observar o inicio de queda de pHno d 0 e
declinio méaximo no d 1 (Figura 3). Apesar de ndo encontrada diferenca significativa (P
=0.1410) para DEA, ¢ valido relatar que desde o d 1, a transi¢cdo de pH acidotico para o
normal, encontrado em dietas de alto concentrado, do tratamento com MON foi mais
rapida e perdurou quase todo o periodo experimental pds-desafio ( 32.22% do periodo
pos-desafio em DEA), em comparagdo ao CTL ( 60.00% em DEA) e ao PAP (58.89%
em DEA; Tabela 6 ¢ Figura 3).

Lactato. Nao foi observada interagdo entre dia e tratamento (P = 0.7771) para a
variavel lactato. Complementariamente, a concentragdo molar de lactato permaneceu
baixa durante todo o periodo experimental (0.23 mM), constatagdo essa permissiva para
a classificacdo da acidose induzida como subaguda.

AGCCs. Para concentragdo molar dos acidos graxos de cadeia curta totais
(AGCT) nao foi observada interacdo entre dia e tratamento (P = 0.1972). Ainda,
observou-se efeito de tratamento (P = 0.0194). Contudo, o teste de comparagdo entre
médias (Tukey) ndo detectou diferenca estatistica ao nivel de significAncia de 5%.

Semelhantemente a todas as outras varidveis experimentais, foi detectado efeito de dia
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(P < 0.0001), no qual a AGCT passou de aproximadamente 90 mM no periodo pré-
desafio, para o valor maximo de 135 mM no d 1 e estabilizando ao redor de 129 mM a
partir do d 8 (dados nao apresentados).

A interagdo entre dia e tratamento ndo foi significativa (P = 0.3755) para
propor¢ao molar de acetato. Adicionalmente, os aditivos alimentares ndo influenciaram
a propor¢do molar de acetato (P = 0.3288; Tabela 6). Houve efeito de tempo (P <
0.0001) para a propor¢ao molar desse AGCC, o qual pode ser observado na Figura 4,
onde as propor¢des molares passaram de aproximadamente 60% para ao redor de 55%,
apos o fornecimento da dieta desafio.

Relacionado a propor¢do molar de propionato, houve interacdo entre dia e
tratamento (P < 0.0079; Figura 5), na qual se observa o aumento da propor¢ao molar
desse AGCC nos animais tratados com MON durante os quatro dias subseqlientes ao
desafio. Assim, também foi observada interacdo entre dia e tratamento (P = 0.0007)
para a relagdo acetato/propionato, na qual a MON reduziu essa propor¢do nos trés dias
seguintes ao desafio (Figura 6).

Nao houve interagdo entre dia e tratamento (P = 0.2517) para a propor¢ao molar
de butirato. Os dois tipos de aditivos alimentares foram eficazes (P < 0.0001; Tabela 6)
em diminuir a propor¢do molar de butirato (MON = 15.42 ¢ PAP = 16.35 vs. CTL =
18.43).

N-NH;. A interacdo entre dia e tratamento ndo foi significativa (P = 0.8998)
para a concentragdo de N-NHj;. Contudo, foi encontrado efeito de tratamento (P =
0.0039), no qual os animais tratados com os aditivos alimentares apresentaram maiores
concentragdes que os animais CTL (MON = 14.74 e PAP = 13.64 vs. CTL = 11.20).
Ainda, o efeito de dia foi significativo (P < 0.0001), onde os animais passaram de
concentragdo ao redor de 19 mg/dL quando alimentados com forragem, para 27 mg/dL
nod 0, 3.56 no d 1 e permanecendo ao redor de 12 mg/dL (com grandes variagdes) até o

final do experimento (Figura 7).
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DISCUSSAO

Ingestio de matéria seca

O planejamento experimental foi, na maioria dos aspectos, fidedigno a
simulagdo do contexto extremo ¢ possivel de acontecer em operagdes comerciais
intensivas de engorda de bovinos. Em tais contextos, os animais passam pela rapida
transi¢do de dietas compostas por capim, para as de terminagdo ricas em concentrados.
Para tanto, também optou-se pela administragdo dos tratamentos experimentais no
momento da transi¢do de dietas, partindo-se do fato que 35.5% dos consultores
brasileiros ndo recomendam programas nutricionais de pré-recebimento, anteriormente
a alocagdo dos animais confinamento, enquanto que os restantes ndo fornecem aditivos
alimentares para os animais durante esse manejo (Millen et al., 2009).

Contudo, diferentemente do que ocorre rotineiramente no campo, onde os
aditivos alimentares sdo misturados com suplemento mineral, no presente estudo, os
tratamentos foram administrados via canula ruminal. O procedimento experimental de
administracdo intraruminal garante a dose constante dos tratamentos ao longo do
periodo poés-desafio, o que ndo pode ser conseguido via suplemento mineral, e
adicionalmente, evita a ocorréncia de resultado falso negativo para o PAP, haja visto
que o oxido de magnésio, presente nas misturas minerais, pode apresentar efeitos
deletérios sobre a atividade dos anticorpos (Mitteness, CAMAS Inc., citagdo pessoal).

Contrariamente ao esperado, a MON nao reduziu a IMS a partir do fornecimento
da dicta desafio. A redug¢do da IMS e aumento de eficiéncia alimentar em animais
alimentados com dietas de alta proporcdo de concentrados e tratados com MON, em
relacdo aos ndo tratados, sao bem documentadas pela literatura (Goodrich et al., 1984).
Da mesma forma, redugdes de ingestdo em animais que recebiam MON foram
encontradas em estudos de desempenho comparativos com o PAP (Millen et al., 2007;
Millen et al., 2009). No entanto, similarmente ao presente estudo, Barducci et al. (2009)
ndo encontraram reducdo de IMS em animais que recebiam MON, também em
comparagao ao PAP.

Do ponto de vista metabolico, a avaliagdo do comportamento ingestivo dos
animais alimentados com alto teor de concentrados e tratados com esse ionoforo pode

fornecer melhores informagdes do que a simples quantificacdo da ingestdo total diaria,
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como no caso de Mariani et al. (2009) e Erickson et al. (2003), os quais observaram que
os animais que recebiam MON diminuiram a quantidade de alimento ingerido por
refeicdo, a duragdo de cada refeicdo e a varidncia entre refeicdes e, consequentemente,
aumentaram o numero de refeigdes, enquanto nao alteraram as quantidades totais de
ingestdo didria de matéria seca (Erickson et al., 2003). Possivelmente, esse seja o
melhor modo de agdo para um aditivo alimentar preventivo a acidose subaguda, pois
esta ¢ causada pelo acimulo ruminal de AGCCs (Nagaraja e Titgemeyer, 2007) e, sendo
assim, o controle da IMS evita o sobrecarregamento do rimen com concentrados.
Talvez, se tivesse sido realizada a avaliagdo do comportamento ingestivo dos animais
no presente estudo, fosse possivel explicar parcialmente a mais rapida recuperagido de
pH para os padrdes saudaveis, nos animais tratados com MON. Portanto, o melhor
entendimento do mecanismo e situacdes pelas quais a MON controla de forma eficiente
a IMS, mesmo apods trés décadas de uso e estudo em bovinos, ainda necessita de
maiores esclarecimentos. Portanto, a avaliagdo do comportamento ingestivo pode se
revelar como variavel importante para a elucidacao desta constatagdo, se aplicada em
estudos de metabolismo e cinética ruminal.

A grande quantidade de alimento ingerido no dia do desafio (d 0), pode ser
explicada pelo fato dos ruminantes apresentarem preferéncia por alimentos que corrijam
a deficiéncia nutricional de determinada dieta (Forbes e Provenza, 2000). Em um estudo
conduzido com cordeiros alimentados com palha de trigo misturada com dois tipos de
flavorizantes (Villalba e Provenza, 1997), associados ou ndo com infusdo intraruminal
de amido, os cordeiros preferiram ingerir a palha que era acompanhada da infusdo de
amido, independente do flavorizante. A hipotese para tal preferéncia consiste em que o
amido ¢ rapidamente fermentado a 4cidos graxos de cadeia curta, predominantemente
propionato, no ramen. A produ¢do de propionato aparentemente ¢ insuficiente para a
sintese de glicose em animais alimentados com a palha de trigo (Villalba e Provenza,
1996), situagdo esta bastante semelhante aos animais do presente estudo durante a fase
pré-desafio, quando eram alimentados apenas com cana. Outro fator que contribuiu para
o pico de ingestdao é o fato dos animais serem de raga que desenvolve grande tamanho
corporal (holandesa) e estarem bastante pesados, o que resulta em alta taxa de
manutengdo corporal. Assim, isso pode ter aumentado a avidez pelo concentrado no

momento do desafio e proporcionado o padrdo crescente de IMS a partir do d 2.
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Por outro lado, diversas teorias podem ser aplicadas para a baixa IMS ocorrida
no d 1. A primeira delas baseia-se na diminui¢do da motilidade ruminal, inibida por
alguns mecanismos ocorridos na fase de baixo pH, dentro do ambiente rumino-reticular
(Kleen, et al., 2003). A alta produ¢do de AGCCs em ruminantes alimentados com dietas
de alto teor de concentrados leva a diminui¢do da motilidade ruminal (Slyter et al.,
1976). Coincidentemente, a grande diminui¢do da IMS observada no presente
experimento, deu-se no dia da menor mensuracdao de pH ruminal (d 1), fato este
indiciante do acimulo de AGCCs durante este dia. Endotoxinas bacterianas
(Verheinden et al., 1981; Hoeben, et al., 2000, citados por Kleen et al., 2003) e
histaminas (Kania et al., 1994), também ocasionam hipomotilidade ruminal, sendo que
essas substancias podem ser produzidas em quadros de acidose ou em vacas alimentadas
com dietas de alto teor de graos (Nocek, 1997; Andersen, 2003). Outra teoria ¢
proposta por Owens et al. (1998), o qual descreve que o aumento de osmolaridade do
contetdo ruminal como resultado da absor¢ao reduzida e aumento de substancias que
contribuem para tal incremeno de osmolaridade, como glicose, AGCCs e lactato, podem
levar ao fluxo de fluido para dentro do rumen e, desta forma, reduzir a IMS.

Relacionado a FIMS, Fulton et al. (1979) observaram quedas de IMS apds a
ocorréncia de acidose e sugerem que padrdes ciclicos de IMS podem refletir surtos de
acidose ruminal. Complementariamente, aumentos da variagdo de IMS foram
identificados como indicador de acidose subaguda (Britton e Stock, 1987; Bauer et al.,
1995; Stock et al., 1995). No presente estudo, as maiores variagdes de IMS, ocorreram
entre o d -1 e d 1, sendo que no d 1, foi observado o menor pH médio diario (5.43), e
assim, também corrobora com o sugerido pelos autores citados acima. Contudo, a
variacdo diminuiu com o passar dos dias e ao invés de padrdes ciclicos, como o
esperado em animais que passam por acidose ruminal, observou-se padrdo crescente de
IMS a partir do d 2, como comentado anteriormente.

Forbes e Provenza (2000), hipotetizaram que sinais de varias familias de
receptores viscerais (incluindo sinais gerados por numerosos metabdlitos interagindo no
figado e outros orgdos sensiveis ao fluxo metabolico), juntamente com sinais do tecido
adiposo, estimulo social e fatores ambientais, sdo integrados pelo sistema nervoso
central de maneira aditiva para a geragdo do sinal total de “desconforto”. O animal,

entdo, ajusta a ingestdo ou escolha de alimento na direcdo continua de redugdo deste
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desconforto. Baseado na constatacdo de que a estabiliza¢do da IMS ocorreu ao redor do
d 8, pode-se presumir que também o sinal de desconforto foi reduzido neste periodo.

A partir do fato que a dieta desafio ser proxima das dietas de terminagao
recomendadas pelos nutricionistas de confinamento brasileiros (Millen, et al., 2009), a
investigacdo de protocolos de adaptagdo mais rapida (entre 7 e 14 dias) a dietas de
terminagdo, em comparagao a cléssica (21 a 28 dias; Brown et al., 2006; Vasconcelos e
Galyean, 2007), torna-se bastante interessante, principalmente pela razdo de que o
periodo médio de dias em alimentacao dos confinamentos brasileiros ser menor que os

americanos (Vasconcelos e Galyean, 2007; Millen et al., 2009).

Fermentacdo ruminal

pH.Reunindo-se as variaveis de pH e lactato, ¢ possivel classificar a acidose
gerada pelo desafio como subaguda (Nagaraja e Titgemeyer, 2007). O desafio com a
dieta de alto teor de concentrados atendeu a expectativa de provocar alguns sinais
clinicos indicadores de acidose subaguda. Todos os animais apresentaram diarréia no d
1. A alteragdo das fezes pode ter ocorrido devido ao grande fluxo de carboidratos
prontamente fermentesciveis do rimen para o intestino. Logo ocasionou demasiada
fermentagdo neste 6rgdo (Oetzel, 2000). Também, a grande osmolaridade da ingesta,
descrita em animais acometidos por acidose subaguda, possui a capacidade de reter
fluido no limen e mudar a consisténcia fecal (Garry, 2002).

Adicionalmente, um animal apresentou ao final do primeiro periodo
experimental, o conteido ruminal sem a segregagdo entre a fase liquida e soélida,
normalmente encontrada em rimens de animais sadios, além de aspecto espumoso. O
mesmo animal desenvolveu timpanismo espumoso nos dois Ultimos dias do segundo
periodo experimental.

Assertivamente, a MON controlou o pH ruminal, em comparacdo ao PAP e ao
CTL. Ainda, outra observacdo a respeito da avaliagdo desta variavel experimental ¢
valida. Os dados médios de pH presentes na Tabela 6 visam a avaliacdo de todas as
fases do delineamento experimental. Dessa maneira, a fase de alimentagdo com
forragem ¢ incluida na média. Se realizada a média do pH apenas no periodo de
alimentacdo com a dieta de concentrado (calculo permitido pelo fato de os tratamentos

terem sidos administrados no d 0), ¢ observado que a MON controlou a acidose ruminal
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(pH 5.84), enquanto os dois outros tratamentos apresentaram a média de pH acidotica
(pH 5.63).

Os efeitos da MON como controladora de populagdes das bactérias produtoras
de lactato em situagdes in vivo e in vitro propensas a acidose aguda (Owens et al., 1998)
sdo bem relatados na literatura. Entretanto, ndo ¢ o caso do presente estudo, pois as
concentragdes de lactato permaneceram proximas de zero. As alteragdes
microbioldgicas em situacdes de acidose aguda e latica sdo bem documentadas pela
literatura (Dirksen, 1970; Dunlop, 1972; Slyter, 1976; citados por Nagaraja e
Titgemeyer, 2007), mas muito pouco ¢ conhecido sobre as alteragdes ocorridas na
acidose subaguda (Goad et al., 1998). Possivelmente, pelo fato da MON ser um
antibiotico de largo espectro, tenha reduzido a taxa de fermentacdo ruminal, como ¢
possivel observar pelo efeito de tratamento sobre os AGCT.

Complementariamente, a falta de efeito do PAP em controlar o pH ruminal foi
possivelmente devido a alta especificidade destes anticorpos. As bactérias alvos deste
preparado sdo, em grande maioria, as produtoras de lactato. Como a acidose imposta
pelo desafio foi causada pelo acimulo de AGCCs, as condi¢des propicias para a real
avaliagdo deste aditivo ndo foram antingidas. Portanto, novos experimentos que
induzam a condicdo de acidose latica ruminal com o PAP ainda s3o necessarios.
Contudo, a observagdo da falta de resultados em estudos conduzidos com o PAP na
forma sodlida (Barducci et al., 2009 e Bastos, 2009) ¢ no minimo intrigante e levanta a
duavida se ocorre a perda de atividade dos anticorpos durante a transformacgdo da fase
liquida para so6lida. Aconselham-se estudos de comparagdo entre as duas formas de
apresentacdo do produto, bem como novas técnicas de secagem.

Com relacdo aos DEA, a falta de significancia da diferenca entre médias pode
ter ocorrido devido ao alto EPM (6.93). Talvez se houvessem mais repeticdes
experimentais, fosse possivel detectar diferenca significativa. Por outro lado, o alto
EPM reflete a grande variabilidade da susceptibilidade a acidose entre os animais, ainda
que alocados no mesmo tratamento. Tal variabilidade ¢ bem reportada pela revisao de
Nagaraja e Titgemeyer (2007) e pelos experimentos de Brown et al. (2000) e Bevans et
al. (2005). Entretanto, as causas dessas diferentes susceptibilidades ainda s3o, em
grande parte, desconhecidas e apresentam-se como o limiar da barreira do conhecimento

sobre a etiologia da acidose ruminal. Possivelmente, as ferramentas desenvolvidas pela
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nutrigendmica e biologia molecular possam elucidar as diferencas entre animais e
proporcionar melhores desenhos experimentais com o niimero reduzido de animais.

No presente estudo foi assumido que ao redor da terceira hora pds-prandial fosse
possivel detectar os baixos valores de pH diurnos. Entretanto, a definicdo mais
detalhada de acidose considera o pH de 5.6 por 12 h de duragdo em determinado dia ou
o pH de 5.2 por 6 h de duragdo (Owens et al., 1998). Assim, pode ter ocorrido tanto a
subestimagdo quanto a superestimagdo do real desafio imposto aos animais. A
mensuracdo da variagdo didria de pH por longos periodos de dias, como no caso deste
ensaio experimental, torna-se dificil e tecnologias de mensuragdo de pH mais refinadas,
a exemplo das probes que armazenam ou transferem o dados em tempo real, sdo
necessarias. Contudo, ao aliar-se os dados de pH ruminal e IMS ao longo de muitos dias
experimentais, possibilitou a recomenda¢do de investigacdo de protocolos de adaptacdo
a dietas de terminagao usadas nos confinamentos brasileiros.

AGCCS. Os cfeitos da monensina em alterar a fermentagdo ruminal sdo
decorrentes das mudancas na ecologia microbiana do riumen (Chen e Wolin, 1979;
Wallace et al., 1982, citados por Bargen e Bates, 1984). O aumento da propor¢ao molar
de propionato, diminui¢do da relagdo acetato/propionato e diminuicdo das proporgdes
molares de butirato nos animais tratados com MON podem ser explicados pela inibi¢ao
do crescimento da populacdo de bactérias gram-positivas, as quais sdo sensiveis aos
ionoforos e produzem principalmente acetato, butirato, H, e formato (Bargen e Bates,
1984). Contudo, com a constatagdo das alteracdes citadas acima, esperaria-se a
diminui¢do da propor¢do molar de acetato, efeito esse sustentado pelo grande nimero
de experimentos (Challupa, 1977; Bargen e Bates, 1984). Provavelmente, a diminui¢ao
das propor¢des molares de acetato ocorra em situagdes experimentais nas quais a
fermentagdo ruminal j& esteja estabilizada, contrariamente ao presente estudo. Assim,
com a mudanga abrupta de dieta e inicio da administra¢do dos tratamentos no momento
do desafio, levou-se certo tempo para a alteracao do perfil populacional ruminal, antes
composto por bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais e produtoras de
acetato, para o aumento das bactérias fermentadoras de carboidrato ndo-estrutural, bem
como a inibi¢do do crescimento das populagdes de bactérias gram-positivas nos animais
tratados com monensina. Complementariamente, baixas relagdes de acetato/propionato

sdo desejaveis até certo ponto em animais de corte, em fun¢do de manter o ganho de
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peso diario necessario (Kleen et al., 2003). Contudo, podem levar a diminui¢do da IMS
e GPD em situacdes instaveis (Stock, 2000). Em animais leiteiros, relagdes estreitas
entre esses dois acidos, possuem a capacidade de desencadear a queda da gordura do
leite e aumentar o escore corporal desses animais (Dirksen, 1985).

Similarmente a8 MON, o PAP reduziu as concentragdes de butirato, efeito este
benéfico em situacdes propicias a acidose subaguda. Infusdes de butirato em bezerros
alimentados com dieta liquida resultaram em maiores pesos da parte aglandular do
estomago (Costa et al., 2008a). No entanto, o butirato juntamente com o lactato foram
os maiores indutores de alteragdes patologicas (lesdes histologicas) nas papilas ruminais
(Costa et al., 2008b). O aumento do tamanho das papilas ruminais pode estar
relacionado com o maior fluxo sanguineo nessas estruturas e pela ligeira resposta
inflamatoria causada pelo acimulo deste 4cido no epitélio (Lyford Jr., 1993), ja que o
butirato ¢ comumente retido neste tecido em grandes propor¢des. Ainda, este AGCC
esta relacionado aos disturbios de tor¢cdes de abomaso (Van Winden et al., 2003).
Portanto, as altas concentragdes de butirato parecem exercer processos deletérios sobre
as estruturas absortivas de AGCCs no rumen, o que pode ser prejudicial em situacdes de
desafio com dietas de alto concentrado justamente por contribuir para o acumulo
ruminal desses acidos.

Paralelamente, ¢ conhecido que o propionato promove o desenvolvimento
papilar e aumenta a area de absor¢do ruminal de AGCCs pela mucosa (Dirksen et al.,
1984). Assim, & possivel inferir a contribui¢do indireta da MON em controlar o pH
ruminal ao longo do dias experimentais pela constatagdo de que esse aditivo alimentar
aumentou a propor¢ao deste AGCC no dias subsequentes ao desafio. Sarti et al. (2009)
observaram maior superficie de absor¢do/cm” de parede ruminal e maior area papilar (%
da superficie de absor¢do) em animais que recebiam MON, o que corrobora com a
teoria de que MON aumentar o desaparecimento dos AGCCs, por aumentar a absor¢ao
ruminal destes acidos e, por conseguinte, diminuir a chance do desenvolvimento de
acidose.

N-NH;. Contrariamente ao esperado, os animais tratados tanto com MON
quanto PAP apresentaram maiores concentragdes de N-NH; ruminal. Ambos os aditivos
alimentares t€ém como forma de a¢do o controle da populacdo de Streptococcus bovis,

bactéria ruminal gram-positiva altamente proteolitica (Russel et al., 1981) e, dessa
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forma, pode atuar de forma indireta na produgdo de amonia. Adicionalmente, a MON
possui a capacidade de particionar o metabolismo de proteina, pela diminuicdo da
producdo ruminal de N-NH; (Chalupa, 1980) e aumento do escape da degradacdo
ruminal da proteina dietdria (incremento da proteina passante de 22 a 55%; Owens et
al., 1980 e Poos et al., 1979, respectivamente).

Contudo, apesar do grande uso deste iondforo ao longo de décadas, o efeito de
particdo protéica nunca foi explicado de forma satisfatoria (Chen e Russell, 1988),
principalmente pela observagao de que a maior parte das bactérias ruminais produtoras
de amonia isoladas ser gram-negativa (Bladen et al., 1961). Chen e Russel (1988; 1989)
foram capazes de obter trés isolados de bactérias gram-positivas (Peptostreptococcus
anaerobius, Clostridium sticklandii e Clostridium aminophilum) com atividades
altamente especificas para a produ¢do de amonia, além de serem sensiveis 8 MON em
estudos in vitro.

Por outro lado, Krause ¢ Russell (1996) com o intuito de examinar a influéncia
da MON sobre a persisténcia e abundancia de bactérias fermentadoras obrigatorias de
aminodcidos, aliaram as técnicas de amostragem in vivo com culturas continuas in vitro
inoculadas com PRB (bactérias ruminais predominantes) e observaram que a C.
aminophilum foi persistente e relativamente abundante tanto in vivo quanto in vitro, na
presenca de MON. A conclusdo dos autores citados acima ¢ bastante valida para o
presente estudo: a MON ndo possui grande impacto na cinética de producao ruminal de
amonia devido a persisténcia da bactéria C. aminophilum. Ainda, necessita-se de
maiores investigacdes para explicar o aumento das concentragdes ruminais de N-NH;
nos animais tratados com PAP.

A amonia ¢ a base predominante no ramen (Owens et al., 1998) e dessa maneira,
a queda acentuada da concentracdo deste composto quimico observada no d 1, pode ter
ocorrido pelo baixo pH ruminal, juntamente com o grande decréscimo da IMS neste dia.
Ainda, grande parte do N-NH; pode ter sido incorporado pelas bactérias, as quais
possivelmente apresentavam grande taxa multiplicativa durante este periodo
experimental.

Reunindo-se os dados de fermentagdo ruminal do presente estudo, notadamente
foi observado que os resultados significativos para a MON ocorreram entre o dias d 1 e

d 4, com excecao dos valores de N-NH;. Sobretudo, a partir de tal constatagdo, a
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recomendacao de novos estudos que visem a MON como aditivo alimentar preventivo a
acidose subaguda em manejos de rapidas transi¢des de dietas poderia focar o uso deste
ionoforo somente na fase de adaptagdo ou pelo curto periodo de uma semana. Caso
comprove-se o mesmo beneficio para a saide ruminal e desempenho, pela otimizagao
da administracdo desse aditivo, atenderia-se parcialmente o requisito de producdo

intensiva de carne e leite com menor uso de antibidticos.

IMPLICACOES

A monensina foi efetiva em controlar a acidose subaguda de bovinos desafiados
com a transi¢do abrupta para a dieta de alto teor de concentrado e¢ melhorou a
fermentagdo ruminal pela alteracdo das propor¢des molares dos AGCCs. Partindo-se
dos resultados de fermentacdo ruminal deste estudo, encoraja-se a condugao de projetos
de pesquisas que avaliem o efeito da administragdo otimizada deste iondforo por
periodos mais curtos de tempo.

Conquanto a falta de resultados para o controle da acidose nos animais tratados
com o PAP, isto pode ter ocorrido pelo fato de este produto visar o controle de bactérias
produtoras de lactato. No entanto, a acidose gerada pelo desafio ocorreu pelo acimulo
de AGCCs. Portanto, as reais condigdes de avaliagdo deste aditivo alimentar nao foram
conseguidas neste experimento, o que abre a possibilidade de novos estudos para a
avaliagdao deste preparado sob condi¢des de acidose latica. Adicionalmente, talvez o
método de Spray-Dryer tenha afetado a atividade destes anticorpos. Assim, a
investigacdo de outros processos de secagem, bem como a comparagdo do produto

solido versus o liquido, sdo necessarias.
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Tabela 1. Delineamento inteiramente casualizado dividido em 2 periodos, com 3

tratamentos € 9 animais

Animais
Periodos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
| A B C B C A C A B

II B C A C A B A B C
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Tabela 2. Proporgdes de ingredientes e composi¢do bromatologica estimada da dieta

experimental, com base na matéria seca (%).

Item Dieta experimental

Ingrediente, % da MS

Cana-de-agucar fresca e picada 26.5
Silagem de grao umido de milho 53.6
Farelo de soja 17.9
Suplemento mineral e vitaminico' 1.0
Calcéreo calcitico 1.0

Conteudo nutricional

Matéria seca (%) 55.0
Proteina bruta (% MS) 14.8
Proteina degraddvel no rimen (% PB) 72.0
Proteina nao-degradavel no rimen (%PB) 28.0
Fibra em detergente neutro (% MS) 233
Fibra em detergente neutro efetiva (% MS)* 13.0
Carboidratos nao fibrosos (% MS) 55.0
Amido (% MS) 32.6
Energia Metabolizavel (Mcal/kg de MS) 2.8
Eiiq. de Manutengao 1.9
NDT (% MS) 80.0
Calcio (% MS) 0.6
Fosforo (% MS) 0.4

' Mistura mineral e vitaminica, quantidade por kg de produto: 230 g de calcio, 90 g de
fosforo, 15 g de enxofre, 20 g de magnésio, 48 g de sodio, 100 mg de cobalto, 700 mg
de cobre, 2.000 mg de ferro, 80 mg de iodo, 1.250 mg de manganés, 20 mg de selénio,
2.700 mg de zinco e 900 mg de fluor (méximo), 200.000 UI de vitamina A, 60.000 UI
de vitamina D3, 60 Ul de vitamina E.

*Estimada pelo programa C.N.C.P.S-Cornell versio 5.0.40.
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Tabela 3. Esquema da andlise de varidncia em delineamento inteiramente casualizado,

com 2 periodos e 20 medidas repetidas no tempo.

Causas de variagao Graus de Liberdade
Tratamento 2
Periodo 1
Residuo A 14
Parcelas 17
Tempo 19
Interagdo Tempo x Tratamento 38
Interagdo Tempo x Periodo 19
Residuo B 266
359

Total
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Tabela 4. Ingestao de matéria seca expressa em kg (IMKG), porcentagem do peso vivo
(IMPV) e em relagdo ao peso metabodlico (IMPM) de bovinos induzidos a acidose

ruminal recebendo preparado de anticorpos policlonais ou monensina.

Tratamentos
Item CTL MON PAP Média'  EPM?  Valor-P
IMKG, kg 10.71 10.87 11.04 10.88 020  0.5025
IMPV, % do PV’ 1.59 1.58 1.51 1.56 0.03 0.1143
IMPM, g/kg PV®"  80.90  80.67 78.48 80.02 1.43 0.4444

"Média entre tratamentos.
2EPM = erro padrio da média.

3 PV =Peso vivo = 677 + 98 kg.
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Tabela 5. Flutuagdo da ingestao de matéria seca (FIMS, em kg) em bovinos induzidos a

acidose ruminal recebendo preparado de anticorpos policlonais ou monensina sodica.

Tratamentos
Dia' CTL MON PAP Média EPM Valor-P
0 10.16 10.22 11.45 10.61 0.81 0.7901
1 -13.88 -15.25 -14.76 -14.63 1.16 0.8999
2 5.88 3.95 4.19 4.67 0.56 0.3284
3 0.72 1.47 1.68 1.29 0.62 0.8045
Geral 0.72 0.10 0.64 0.49 1.18 0.8151

' Os dados apresentados representam a diferenga de IMS (em kg) entre dias

consecutivos, por exemplo: 0= (IMS do d 0)— (IMS dod -1).
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Tabela 6. pH ruminal, dias em que os animais apresentaram acidose (DEA),

concentragdo de lactato , AGCCs e N-NHj3 de bovinos induzidos a acidose ruminal

recebendo PAP ou MON.
Tratamentos
Item CTL MON PAP Média'  EPM?  Valor-P
pH 591° 6.06" 5.89° 5.95 0.03 <0.0001
DEA’, % 60.00  32.22 58.89 50.37 6.93 0.1410
Lactato, mM 0.23 0.21 0.25 0.23 0.009 0.2320
Acetato, mol/100 mol  57.08 56.44 57.37 56.97 0.29 0.3288
Butirato, mol/100 mol ~ 18.43*  15.42°  16.35" 16.74 029  <0.0001
AGCT*, mM 11581 11504  120.17  117.00 1.23 0.0194
N-NH; mg/dL 11.20°  14.74°  13.64° 13.19 0.53 0.0039

"Média entre tratamentos.

2EPM = erro padrio da média.

> DEA = contabiliza-se a porcentagem dos dias a partir do desafio com a dieta de alto

concentrado cujo pH mensurado na terceira hora pos-prandial foi < 5.66.

* AGCT = 4cidos graxos de cadeia curta totais.
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Figura 1. IMKG de bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha em negrito
representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74% concentrados,

juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Figura 2. IMPV de bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha em negrito
representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74% concentrados,

juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Figura 3. pH ruminal de bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha em negrito
representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74% concentrados,
juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares. A linha tracejada representa o

limite de acidose (pH < 5.66).
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Figura 4. Propor¢do molar de acetato em bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha
em negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74%

concentrados, juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Figura 5. Propor¢do molar de propionato em bovinos induzidos a acidose ruminal. A
flecha em negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74%

concentrados, juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Sintese de proteina microbiana de bovinos induzidos a acidose ruminal tratados
com monensina sédica ou anticorpos policlonais contra bactérias precursoras de
distirbios nutricionais
RESUMO: O presente ensaio cientifico visou avaliar a sintese de proteina microbiana e
derivados de purina em animais induzidos a acidose ruminal e tratados com preparado
de anticorpos policlonais contra as bactérias ruminais precursoras de disturbios
nutricionais (Streptococccus bovis, Lactobacillus ssp. e Fusobacterium necrophorum)
ou monensina sddica. Nove vacas canuladas no rimen e com 677498 kg de peso vivo
médio foram agrupadas em baias individuais através de delineamento inteiramente
casualizado com dois periodos de 20 dias. Separaram-se 0s animais em trés tratamentos:
controle (CTL), preparado de anticorpos policlonais (PAP) e monensina soddica
(MON). Nos primeiros cinco dias de cada periodo, os animais receberam cana e ureia
como alimento, em seguida, foi fornecida a dieta de desafio com aproximadamente 74%
de concentrado, com o intuito de causar acidose ruminal. Houve o tempo de 15 dias
entre cada periodo para a readaptagdo dos animais a dieta de volumoso. As amostras
“spot” de urina foram coletadas no d -3, d 3 e d 14 para a determinacao dos derivados
de purina e posterior calculo da proteina microbiana. Nao houve efeito de tratamento (P
> (.05) para nenhuma das varidveis experimentais. Houve efeito linear de tempo (P <
0.05) para a excrecao total de urina (ETU, d -3 =4.95,d3 =6.16 e d 14 = 8.68 L/dia),
alantoina na urina (ALUR, d -3 = 76.30, d 3 = 108.16 ¢ d 14 = 114.44 mmol/dia),
purinas totais (PT, d -3 = 81.22, d 3 = 114.17 e d 14 = 122.56 mmol/dia), purinas
microbianas absorvidas (PMAB, d -3 =48.89,d 3 =97.86 ¢ d 14 = 107.62 mmol/dia),
nitrogénio microbiano (NMIC, d -3 =36.90,d 3 =61.59 ed 14 = 67.74 g/dia), proteina
bruta microbiana (PBMI, d -3 = 192.27, d 3 = 384.96 e d 14 = 423.29 g/dia). A racdo
concentrada aumentou o fluxo de proteina microbiana para o intestino, enquanto o uso

dos aditivos alimentares ndo interferiu nesta variavel.

Palavras-chave: derivados de purina, ruminantes, aditivos alimentares.
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Microbial protein synthesis in ruminal acidosis induced cows treated with
monensin or polyclonal antibodies preparation against several nutritional disturbs

precursor ruminal bacteria

ABSTRACT: This study was designed to evaluate the potential of multivalent
polyclonal antibody preparation against several nutritional disturbs precursors ruminal
bacteria (Streptococccus bovis, Fusobacterium necrophorum and Lactobacillus ssp.),
or monensin as acidosis preventative feed additive to high concentrate fed cattle and its
effects on microbial protein synthesis and purine derivates. It was used nine cannulated
cows (677+98 kg of BW) in a complete randomized desing divided in two periods of 20
d. Animals were separated in three treatments: control (CTL), multivalent polyclonal
antibody preparation (PAP) and monensin sodium (MON). During the first five days of
each period, animals were fed all forage diet. Ruminal acidosis was induced by an
abrupt diet switch to a 73% concentrate diet. An interval of 15 d was considered as
ruminal washout in the meantime of the two periods, when animals were refed all
forage diet to restablish normal ruminal pH conditions and cellulolitic microbial
population. Spot urine samples were collected in d -3, d 3 and d 14 for purine derivates
determination and microbial protein synthesis calculation. There was no effect (P >
0.05) of feed additive on the experimental variables. However, linear day effect (P <
0.05) was found for: total urine excretion (TUE,d-3=4.95,d3 =6.16 and d 14 = 8.68
L/dia), alantoine present in urine (ALUR, d -3 =76.30,d 3 =108.16 and d 14 = 114.44
mmol/dia), total purines (TP, d -3 =81.22,d3 =114.17 and d 14 = 122.56 mmol/dia),
absorved microbial purines (ABMP, d -3 = 48.89, d 3 = 97.86 and d 14 = 107.62
mmol/dia), microbial nitrogen (MN, d -3 =36.90, d 3 =61.59 and d 14 = 67.74 g/dia),
microbial crude protein (MCP, d -3 =192.27, d 3 = 384.96 and d 14 = 423.29 g/dia).
The administration of high concentrate ration increased microbial protein flux to
intestine, whereas feed additive had no effects on experimental parameters in the

present study.

Keywords: purine derivates, ruminants, feed additive.
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INTRODUCAO

A acidose ruminal ¢ o distirbio nutricional de maior importancia econdmica em
sistemas intensivos de produgdo de bovinos. Os custos diarios advindos da acidose
subaguda (ocasionada pelo acumulo de AGCCs) podem chegar a 1.12 ddlares por
animal por dia em rebanhos leiteiros diagnosticados com esse disturbio (Stone, 1999),
entre 15-20 dolares por animal em bovinos de corte confinados devido a perda de
eficiéncia (Schartzkopf-Genswein et al., 2003). Este foi levantado como o segundo
maior problema de saide que acomete os bovinos alimentados nesse sistema de engorda
em situacdes brasileiras, abaixo apenas dos problemas respiratorios (Millen et al.,
2009). As mudangas da fermentagdo ruminal e da populagcao microbiana decorrentes de
surtos de acidose aguda e latica sdo bem documentadas pela literatura (Dirksen, 1970;
Dunlop, 1972; Slyter, 1976, citados por Nagaraja e Titgemeyer, 2007), mas muito
pouco ¢ conhecido sobre as alteragdes ocorridas durante o desenvolvimento da acidose
subaguda (Goad et al., 1998).

Dentre as diversas formas de manejos preventivos contra esse disturbio
nutricional, destaca-se a inclusdo de antibidticos ionoforos, como a monensina sodica
(MON), nas dietas de bovinos alimentados com alta propor¢do de concentrados. No
entanto, o uso deste principio ativo estd banido em algumas zonas de produg¢do intensiva
de bovinos, como a Unido Européia (European Community, 2003). Por essa razado, as
industrias de leite e carne desse continente pesquisam ativamente alternativas
estratégicas para a reducdo da acidose (Blanch et al., 2009) e dessa forma, o preparado
de anticorpos policlonais aviarios (PAP) contra bactérias precursoras de distirbios
nutricionais, em teoria, apresenta o potencial de aditivo alimentar que preenche a
necessidade do menor uso de antibioticos em sistemas intensivos de alimentagdo de
bovinos. Entretanto, mais estudos ainda sdo necessarios para a avaliagdo cientifica desta
tecnologia e posterior recomendagao.

Complementariamente, a MON também possui efeito importante no
metabolismo de proteinas. Na presenga deste iondforo, a produgdo ruminal de N-NH;
foi reduzida (Chalupa, 1980; Ruiz et al., 2001), bem como ocorre o aumento do fluxo de
proteina bypass (entre 22 e 55%) para o intestino (Owens et al., 1980 e Poos et al.,

1979; respectivamente). Bergen e Bates (1984) inferem que tais efeitos possam ocorrer
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devido ao decréscimo do numero total de células bacterianas ruminais e, dessa forma,
reduz a quantidade de enzimas proteoliticas e deaminativas disponiveis. Ainda, foi
reportada a diminuicao do fluxo de nitrogénio ndo-amoniacal microbiano (estimativa da
quantidade de proteina microbiana) para o intestino ¢ queda da eficiéncia da sintese de
proteina microbiana em animais tratados com esse principio ativo (Isichei e Bergen,
1980).

Assim, a MON por ser um antibidtico de largo espectro (atua sobre as bactérias
gram-positivas) e possivelmente decresce o numero total de células bacterianas
ruminais, possa também reduzir a taxa de fermentagdo de AGCCs, fator este
contribuinte para o controle da acidose subaguda, enquanto os anticorpos, por serem
altamente especificos (Kelley e Lewin, 1986; DiLorenzo et al., 2006), apenas diminuam
as populagdes das bactérias alvos causadoras de distirbios nutricionais (Strepfococcus
bovis, Lactobacillus ssp., Fusobacterium necrophorum e E. coli O157:H7). Portanto, a
hipdtese a ser testada no presente estudo sugere que em uma situagdo de indugdo a
acidose ruminal, nos animais tratados com MON observaria-se a redugao do fluxo de
proteina microbiana para o intestino. Contudo, tal diminuicdo ndo seria observada nos
bovinos tratados com PAP. Desta maneira, objetivou-se neste experimento avaliar a
sintese de proteina microbiana e derivados de purina em animais induzidos a acidose
ruminal e tratados com preparado de anticorpos policlonais contra as bactérias ruminais
precursoras de distirbios nutricionais (Streptococccus bovis, Lactobacillus ssp. e

Fusobacterium necrophorum) ou monensina sodica.

MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos, mao-de-obra treinada e instalagdes experimentais estao
de acordo com as normas do comité de ética (CEEA) da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu.

Animais e Instalacdo Experimental
O ensaio experimental foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (USP), Campus de Pirassununga — Sdo Paulo.
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Foram utilizadas nove fémeas bovinas holandesas, ndo gestantes e ndo lactantes com
peso vivo médio de 677 + 98 kg e portadoras de canula ruminal com 10 cm de didmetro
e 7,5 cm de espessura. Os animais foram mantidos em galpdo coberto, em baias
individuais providas com cochos de cimento, bebedouros automaticos individuais e
camas de areia para o descanso. O estdbulo possuia ventiladores suspensos no teto que
eram ligados nas horas mais quentes do dia, para amenizar os efeitos de temperatura

ambiente.

Delineamento experimental e Tratamentos

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado divididos em dois
periodos experimentais (Tabela 1.). A escolha por apenas dois periodos experimentais ¢
atribuida a tentativa de evitar a diluicdo do efeito de desafio as dietas de alto
concentrado pelo possivel aprendizado adquirido ou memoria metabdlica de evitar
grandes ingestdes de concentrado.

Os tratamentos foram em nimero de trés, respectivos aos diferentes modificares
ruminais mais o grupo controle:
Tratamento A: Controle
Tratamento B: Monensina

Tratamento C: PAP

A adigdo dos aditivos foi realizada duas vezes ao dia, entre os dias 0 ¢ 14 de
cada periodo experimental, via fistula ruminal, antes de cada refeicdo e através de
envelopes confeccionados em papel absorvente. A monensina foi administrada na dose
300 mged”, o que corresponde a 3 ged’ do produto comercial Rumensin - Elanco®.
Este produto comercial contém 10% de monensina sddica por quilo de produto. J& o

preparado de anticorpos policlonais (CAMAS Inc®) foi administrado na dose de 3 ged”

(correspondente a 10 mL do produto liquido).

Periodo experimental
O experimento teve duracdo total de 55 d, divididos em dois periodos de 20 d
cada (d -5 ao d 14), com intervalo de readaptacdao a dieta volumosa de 15 d entre os

periodos, a fim de reestabelecer as condi¢des normais de pH ruminal, juntamente com a
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repovoacao do ramen pelos microrganismos celuloliticos. Durante o d -5 ao -1, os
animais receberam apenas dieta volumosa, composta de cana-de-agucar suplementada
com uréia e sal mineral, de forma a suprir uma quantidade consideravel de proteina
bruta aos animais (14.05 % de PB, 43.98% de FDN e 22.18% de FDA, baseado na MS).
A partir do d 0, foi oferecida a dieta concentrada (53.6% da MS composta por milho
umido) até o d 14.

Anteriormente aos dois periodos experimentais, aproximadamente 20 kg de
contetido ruminal foi extraido de cada animal e feita a mistura dessas por¢des. Logo
apos esse procedimento, a mesma quantidade de contedo ruminal retirado e ja
misturado, foi devolvida a cada animal. Tal procedimento visou a homogeneizagao da

populagdo microbiana ruminal anteriormente a aplicagdo do tratamento experimental.

Manejo nutricional

Independentemente do tipo de dieta fornecida, os alimentos foram oferecidos
duas vezes ao dia, as 0800h e 1600 h. A dieta desafio foi administrada na forma de
racdo completa, com relagdo volumoso:concentrado de 26:74, na qual a fonte de
volumoso utilizada foi a cana-de-agucar fresca (2.9% de PB, 47.48% de FDN ¢ 25.68%
de FDA, baseado na MS) e picada com particula média de 1,14 cm, de acordo com
metodologia proposta por Lammers et al. (1996). A porcdo protéica concentrada da
dieta foi composta por farelo de soja (44.12% de PB, 20.57% de FDN e 7.30% de FDA,
baseado na MS), enquanto a silagem de grao imido de milho (7.91% de PB, 6.22% de
FDN e 3.31% de FDA, baseado na MS) foi usada como fonte energética. As propor¢des
dos diversos ingredientes na dieta e a composi¢do bromatoldgica da mesma esta descrita
na Tabela 2. As andlises bromatoldgicas e de matéria seca, matéria mineral (MM), PB,
extrato etéteo (EE), calcio e fosforo foram realizadas de acordo com AOAC (1990),
enquanto as de FDN corrigidas para cinzas e FDA foram realizadas de acordo com Van
Soest et al. (1994). Para a andlise de FDN, foi adicionada a a-amilase e uréia. A
concentracdo de amido foi realizada segundo Pereira e Rossi Jr. (1995), fazendo-se a
prévia extragdo de carboidratos segundo Hendrix (1993). A dieta foi formulada segundo

o NRC (2001) e avaliada no programa CNCPS versao 5.0.40 (Fox et al., 1992).
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Preparado de anticorpos policlonais

Procedimentos similares aos descritos por DiLorenzo et al., (2006) foram
utilizados para a geragdo dos PAP, com a excecdo de que um PAP multivalente foi
testado, ao invés de preparados especificos como descrito anteriormente. Os anticorpos
policlonais foram produzidos pela CAMAS Inc. (Le Center, MN, USA). O produto
comercial contém 39.5% de imunoglobulinas contra Streptococcus bovis (ATCC 9809),
17.6 % contra Lactobacillus ssp. (ATCC 4356; 14917; 9649 e 7469), 13.20% contra
Fusobacterium necrophorum (ATCC 27852), 17.6% contra E. coli O157:H7 e
endotoxinas. Streptococcus bovis e Lactobacillus ssp. sdo as bactérias que mais
produzem dacido lactico durante o processo de acidose, Fusobacterium necrophorum € o
causador de abscessos hepaticos em animais com acidose, enquanto a E. coli ¢ um
patdgeno para humanos que habita o rimen e as endotoxinas sdo os lipopolisacarideos
que estdo presentes nas paredes de bactérias ruminais gram-negativas, sendo liberadas
em situacdes de morte bacteriana e podem debilitar o sistema imune do animal
hospedeiro. O PAP com a forma de apresentagcdo solida foi obtido pelo processo de
SPRAY-DRYER, o qual foi mantido em embalagens hermeticamente fechadas durante

o periodo experimental, protegidas do calor e luz solar.

Estimativa da sintese de proteina microbiana no rumen

As analises para determinacdo da sintese de proteina microbiana foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Animal do VNP-FMVZ/USP, a
partir da quantificacdo dos derivados de purinas na urina, de acordo com metodologia
descrita por Valadares et al. (1999) e Rennd (2003), considerando-se a absor¢do de
purinas a partir da formula sugerida por Verbic et al. (1990).

Amostras de 50 mL de urina (amostra spot) foram obtidas de todos os animais
nos d -3; 3 e 14 de cada periodo experimental, aproximadamente 3 horas apds a
alimentagdo, durante mic¢ao estimulada por massagem na vulva. A urina foi filtrada e
aliquotas de 10 mL foram diluidas imediatamente em 40 mL de acido sulftrico a
0,018M para evitar destruicdo bacteriana dos derivados de purinas e precipitagao do

acido urico, sendo entdo armazenadas a -15 °C para posteriores analises de alantoina e
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acido turico. Uma amostra de urina pura foi armazenada para determinagdo dos
compostos nitrogenados totais, uréia e creatinina.

As concentragdes de creatinina foram determinadas por meio de kits comerciais
(Laborlab®), utilizando reago enzimatica calorimétrica cinética em aparelho SBA-200
Celm®. O volume urinario total diario foi estimado dividindo-se as excre¢des urinarias
diarias de creatinina pelos valores observados de concentragdo de creatinina na urina
das amostras spot, segundo Oliveira et al. (2001).

A excregdo urinaria didria de creatinina foi estimada a partir da excre¢cao média
diaria, estabelecida de 24.05 mg/kg de peso vivo para vacas leiteiras (Chizzotti, 2004).
Dessa forma, com a excre¢ao média diaria de creatinina e a concentragdo de creatinina
(mg/dL) na amostra spot de urina, foi estimado o volume total didrio de urina, em litros
por vaca/dia. Os niveis de alantoina e &cido Urico na urina foram determinados pelo
método colorimétrico, conforme metodologia de Fujihara et al. (1987), descrita por
Chen e Gomes (1992).

A excrecao total de derivados de purinas foi calculada pela soma das
quantidades de alantoina e acido urico excretadas na urina, expressas em mmol/dia. As
purinas microbianas absorvidas (Pabs, mmol/dia) foram calculadas a partir da excre¢ao
urindria de derivados de purinas (DP, mmol/dia), por meio da equagdo Pabs = (DP —
0.236 * PV*7)/0.84, em que 0.84 ¢ a recuperacdo de purinas absorvidas como
derivados de purina e 0.236, a excrecdo enddgena de derivados de purina (Orellana
Boero et al., 2001).

Foram também avaliadas as purinas microbianas absorvidas, considerando-se a
excrecdo enddgena de 0.512*PV®7 ¢ a recuperagio de 0.70 encontradas por Gonzalez-
Ronquillo et al. (2003). A sintese ruminal de compostos nitrogenados (Nmic, gN/dia)
foi calculada com base nas purinas absorvidas (Pabs, mmol/dia), utilizando-se a
equacdo (Chen e Gomes, 1992), Nmic = (70*Pabs)/(0.83*0.134*1.000), em que 70 ¢é o
contetido de N nas purinas (mgN/mol); 0.134, a relagdo N purina: N total nas bactérias
(Valadares et al., 1999); e 0.83, a digestibilidade intestinal das purinas microbianas.
Para a obtenc¢do de da sintese de proteina bruta microbiana, mutiplicaram-se os dados de

nitrogénio microbiano pelo fator Kjedahl de 6.25.
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Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pelo do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 2003), sendo anteriormente verificada a
normalidade dos residuos pelo Teste de SHAPIRO-WILK (PROC UNIVARIATE) e as
variancias comparadas pelo Teste “F”. Os dados (varidvel dependente) que nao
atenderem a estas premissas foram submetidos a transformacao logaritmica [Log (X+1)]
ou pela raiz quadrada [RQ (X+1/2)]. Os dados originais ou transformados, quando este
ultimo procedimento foi necessario, foram submetidos a andlise de varidncia que
separou como fontes de variagdo os efeitos de tratamentos e periodos, adicionados ainda
do fator medidas repetidas no tempo, referentes aos diferentes dias de amostragem
(Tabela 3.). Tal analise foi realizada utilizando-se o procedimento MIXED do SAS. A
analise por tempo somente foi realizada quando as interagdes entre efeito de tempo e
efeito de tratamentos foram significativas. A separagdo entre as médias foi realizada
pelo teste de Tukey. Foi utilizado um nivel de significancia de 5% para todos os testes

realizados.

RESULTADOS

Nao foram observadas interagdes entre dia e tratamento (0.3271 < P < 0.8251)
para nenhuma das varidveis experimentais avaliadas. Complementariamente, a adi¢ao
dos aditivos alimentares nao resultou em diferengas significativas (P > 0.05, Tabela 4)
para nenhuma varidvel experimental avaliada no presente estudo. Contudo, foi
observado efeito linear de dia (P < 0.05), para as seguintes varidveis: excre¢ao total de
urina ao longo dos dias (ETU; d -3 =4.95,d 3 =6.16 e d 14 = 8.68 L/dia, Figura 1),
alantoina na urina (ALUR; d -3 = 76.30, d 3 = 108.16 ¢ d 14 = 114.44 mmol/dia,
Figura 2), purinas totais (PT; d -3 = 81.22,d 3 = 114.17 e d 14 = 122.56 mmol/dia,
Figura 3), purinas microbianas absorvidas (PMAB, d -3 =48.89,d3 =97.86 e d 14 =
107.62 mmol/dia, Figura 4), nitrogénio microbiano (NMIC, d -3 =36.90,d3 =61.59 ¢
d 14 = 67.74 g/dia, Figura 5), proteina bruta microbiana (PBMI, d -3 = 192.27,d 3 =
384.96 e d 14 = 423.29 g/dia, Figura 6).
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DISCUSSAO

Surpreendentemente, ndo foram observadas alteracdes do metabolismo de
proteina microbiana para ambos os tratamentos experimentais. Isichei e Bergen (1980)
observaram redugdes do fluxo de proteina microbiana para o intestino e diminui¢do da
eficiéncia de sintese de proteina microbiana tanto em dietas compostas por milho e
silagem quanto em dietas compostas por silagem de milho e farelo de soja, nos animais
que recebiam MON. Van Nevel e Demeyer (1979) reportaram a depressao in vitro do
crescimento microbiano total e liquido causado pela MON. No entanto, o substrato de
fermentagdo nao foi alterado, resultando em menores eficiéncias de crescimento. Ainda,
Stouthammer e Bettenhausen (1973) alegam que a menor eficiéncia de sintese de
proteina microbiana acontece pelo aumento das exigéncias dos microrganismos em
taxas de crescimento mais lentas.

Talvez a transicdo brusca de dieta, juntamente com a administragdo dos
tratamentos no momento do desafio, contribuiram para o grande crescimento da
populagdo microbiana ruminal e, dessa forma, ndo houve tempo hébil para a MON
conter o crescimento bacteriano. Todos os experimentos citados acima expdem o0s
resultados das coletas de dados em situagdes nas quais a fermentagdo teoricamente ja
estaria estabilizada. Outra explicag@o baseia-se na constatacdo de que a MON controla a
populagdo das bactérias gram-positivas, o que proporcionaria a oportunidade para as
bactérias gram-negativas fermentadoras de carboidratos nao-estruturais crescessem
desordenadamente ap6s o desafio com a dieta concentrada, ndo possibilitando a
deteccao de diferencas entre os tratamentos.

O aumento linear de excre¢do de urina pode ser explicado primeiramente pela
diferenca de MS das duas dietas, sendo que a dieta desafio apresentava
aproximadamente a metade de umidade, em relagdo a dieta de forragem. Dessa forma
ocorre o aumento de ingestdo de dgua e por conseqiiéncia, o incremento do volume de
urina excretada. Ainda, é conhecido o fato de a osmolaridade do rimen ser alta em
dietas ricas em carboidratos rapidamente fermentesciveis (Owens et al., 1998; Nagaraja
e Titgemeyer, 2007). Em casos de acidose aguda, a osmolaridade ruminal pode ser tao
alta que ocasiona o fluxo de 4gua do sangue em dire¢do ao rimen. O animal neste caso

pode morrer de desidratacdo (Owens et al., 1998). Assim ¢ esperado que o animal
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aumente o consumo de agua em dietas de alto concentrado e, 0 mesmo acontece quando
o animal passa por periodos criticos diurnos, nos quais apresentam baixo pH ruminal
(Cottee et al., 2004).

O aumento linear da excre¢cdo de derivados de purina (ALUR, PT, PMAB) ao
longo dos dias experimentais, bem como o incremento de NMIC e, consequentemente
de proteina bruta microbiana digerida pelo intestino, é explicado pelo aumento da
densidade energética da dieta e maior fornecimento de carboidratos rapidamente
fermentesciveis. Adicionalmente, Valadares et al. (1999), Pereira et al. (2007) e Pina et
al. (2009) também observaram o aumento da sintese de NMIC a medida que aumentava-
se o teor de concentrados na dieta. De acordo com Stern e Hoover (1979; citados por
Pina et al., 2009), os carboidratos prontamente fermentesciveis (amido e agucares) sao
mais efetivos que outros tipos de carboidratos (celulose) em promover crescimento
microbiano. Assim, como a fonte de concentrado no experimento foi a silagem de grao
umido de milho (fonte rica em amido), ocorreu o maior aporte energético para a
microbiota ruminal, aumentando-se a taxa multiplicativa destes, o que explica os efeitos
lineares encontrados este estudo.

Pina et al. (2009), semelhantemente ao presente estudo, ndo encontraram
diferencas significativas para a excre¢do de urinaria de acido urico, conforme o aumento
de concentrados na dieta. Giesecke et al. (1994) reportaram a baixa correlagdo (0.50)
entre o nivel de concentrado ¢ a excre¢do urinaria de acido urico. Adicionalmente, a
alantoina ¢ responsavel por mais de 90% dos derivados de purina (Giesecke et al.,

1994). Dessa forma, ¢ esperado que a excrecdo de acido Urico apresente menores

correlagdes com o nivel de concentrado do que as de alantoina (Pina et al., 2009).

IMPLICACOES

A administragdo de PAP ou MON possivelmente ndo interfere na sintese de
proteina microbiana em animais induzidos a acidose subaguda sob condi¢des similares
ao presente estudo. O fornecimento da dieta rica em concentrado, em contrapartida,
aumenta a sintese e fluxo de proteina microbiana para o intestino em animais induzidos

a acidose subaguda.
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Tabela 1. Delineamento inteiramente casualizado dividido em 2 periodos, com 3

tratamentos € 9 animais

Animais
Periodos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
| A B C B C A C A B

II B C A C A B A B C
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Tabela 2. Proporgdes de ingredientes e composi¢do bromatologica estimada da dieta

experimental, com base na matéria seca (%).

Item Dieta experimental

Ingrediente, % da MS

Cana-de-agucar fresca e picada 26.5
Silagem de grao umido de milho 53.6
Farelo de soja 17.9
Suplemento mineral e vitaminico' 1.0
Calcéreo calcitico 1.0

Conteudo nutricional

Matéria seca (%) 55.0
Proteina bruta (% MS) 14.8
Proteina degraddvel no rimen (% PB) 72.0
Proteina nao-degradavel no rimen (%PB) 28.0
Fibra em detergente neutro (% MS) 233
Fibra em detergente neutro efetiva (% MS)* 13.0
Carboidratos nao fibrosos (% MS) 55.0
Amido (% MS) 32.6
Energia Metabolizavel (Mcal/kg de MS) 2.8
Eiiq. de Manutengao 1.9
NDT (% MS) 80.0
Calcio (% MS) 0.6
Fosforo (% MS) 0.4

' Mistura mineral e vitaminica, quantidade por kg de produto: 230 g de calcio, 90 g de
fosforo, 15 g de enxofre, 20 g de magnésio, 48 g de sodio, 100 mg de cobalto, 700 mg
de cobre, 2.000 mg de ferro, 80 mg de iodo, 1.250 mg de manganés, 20 mg de selénio,
2.700 mg de zinco e 900 mg de fluor (méximo), 200.000 UI de vitamina A, 60.000 UI
de vitamina D3, 60 Ul de vitamina E.

*Estimada pelo programa C.N.C.P.S-Cornell versio 5.0.40.
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Tabela 3. Esquema da analise de varidncia em delineamento em blocos com 20 medidas

repetidas no tempo.

Causas de variagao Graus de Liberdade
Tratamento 2
Periodo 1
Residuo A 14
Sub-parcelas 17
Tempo 19
Interagdo Tempo x Tratamento 38
Interagdo Tempo x Periodo 19
Residuo B 266
359

Total
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Tabela 4. Excre¢do total de urina (ETU), alantoina na urina (ALUR), acido urico na

urina (AUUR), purinas totais (PT), alantoina em relagdo as purinas totais (ALPT),

purinas microbianas absorvidas (PMAB) e proteina bruta microbiana (PBMI) de

bovinos induzidos a acidose ruminal recebendo PAP ou MON.

Tratamentos
Item CTL MON PAP Média'  EPM?  Valor-P
ETU, L/dia 6.57 7.76 5.72 6.70 0.47 0.1183
ALUR, mmol/dia 104.72  106.51 89.92 100.38 6.20 0.4046
AUUR, mmol/dia 7.04 6.40 5.81 6.42 0.59 0.6070
PT, mmol/dia 111.74 11290  95.75 106.80 6.41 0.3822
ALPT, % 92.80  94.74 93.58 93.58 0.54 0.3091
PMAB, mmol/dia 95.58 90.0 74.66 86.68 7.35 0.4247
NMIC, g/dia 60.15  60.90 46.99 56.01 4.76 0.4249
PBMI, g/dia 37593  354.03  293.66  340.95 28.92 0.4250

' Média entre tratamentos.

2EPM = erro padrio da média.



109

Figura 1. Excrecdo total de urina em bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha em
negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74% concentrados,

juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.



110

Figura 2. Alantoina presente na urina de bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha
em negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74%

concentrados, juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.



111

Figura 3. Purinas totais presentes na urina de bovinos induzidos a acidose ruminal. A
flecha em negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74%

concentrados, juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Figura 4. Purinas microbianas absorvidas em bovinos induzidos a acidose ruminal. A
flecha em negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74%

concentrados, juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Figura 5. Nitrogénio microbiano de bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha em
negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74% concentrados,

juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Figura 6. Proteina bruta microbiana de bovinos induzidos a acidose ruminal. A flecha
em negrito representa a mudanca da dieta de 100% forragem para a de 74%

concentrados, juntamente com o fornecimento dos aditivos alimentares.
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Capitulo 4
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IMPLICACOES

Ao analisar os principais resultados dos dois trabalhos conduzidos, ¢ possivel
chegar a inferéncia de que em condi¢des de indugdo a acidose subaguda, a MON
controla o pH ruminal possivelmente pelo maior parcelamento da IMS e, de forma
indireta, pelo aumento de area absortiva ruminal, o que contribui para o maior absor¢ao
ou desaparecimento ruminal de AGCCs.

Contudo, nenhum aditivo alimentar controlou o pH ruminal no 1 d. Partindo-se
do ponto de vista pratico e levando-se em consideracao de que a dieta desafio estava, de
certo modo, proxima das dietas de terminacdo administradas em confinamentos
comerciais, o estudo de manejos de recebimento e pré-recebimento em confinamento
com a administracdo de aditivos alimentares tornam-se interessantes, principalmente,
quando buscados ciclos de crescimento e engorda com menores dias sob alimentagdo e
transicoes rapidas de dietas.

Por outro lado, como a maioria dos resultados obtidos com a MON no presente
estudo acorreram até o 4 d, a avaliagdo da administracdo otimizada (e.g. por periodos
curtos de tempo) deste iondforo pode ser um caminho pela busca do menor uso de
antibidticos na producao de carne.

A falta de resultados com o tratamento de PAP levanta a davida se ocorre perda
de atividade com o processo de secagem do produto e se as condi¢des experimentais
deste estudo foram as mais corretas para a avaliagdo deste aditivo. Entretanto, como
ocorre mais dificilmente a acidose aguda em animais alimentados em operagdes
comerciais com alto grdo, em comparagdo a acidose subaguda, outros enfoques podem
ser dados para as pesquisas com PAP. Dentre todos, destaca-se a avaliagao da redugao
ruminal de endotoxinas, justamente por essas substancias debilitarem o sistema imune
do ruminante e possivelmente estarem relacionadas com laminites e morte subita.

A partir dos dados de IMS e pH ruminal, experimentos com menores tempos de
adaptagao a dietas de alto teor de concentrados tornam-se interessantes e
fundamentaveis para as condi¢des nacionais de alimentagdo em confinamento de gado

de corte.
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Estudos com a contagem de microrganismos ruminais, através de técnicas de
biologia molecular, como o RT-PCR (PCR em tempo real), sdo imprensindiveis para a
validacao do uso destes aditivos alimentares.

Do ponto de vista do delincamento experimental, aconselha-se que em futuros
estudos de acidose em animais canulados, nos quais a ingestdo de matéria-seca seja
variavel importante, a administracdo dos tratamentos (aditivos alimentares) seja
realizada via suplementagdo mineral. Dessa forma, a dosagem diaria destes aditivos sera
proporcional a ingestdo de matéria-seca e, possivelmente, gerard dados de mais facil

aplicabilidade para os técnicos de campo e produtores.
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