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CONSIDERAGOES INICIAIS

O aumento da demanda por alimento, impulsionado pelo crescimento
populacional e elevacdo da renda da populagao, resultou em aumento de 2,77% ao
ano o consumo de carne bovina, segundo levantamentos feitos pela Assessoria de
Gestdo Estratégica do Ministério da Agricultura (2013). Esta situagdo vem
pressionando os produtores nacionais para a intensificacao dos sistemas de produgao
de bovinos de corte, atentando-se ainda para que esta seja feita de forma a minimizar
os impactos ambientas. Deste modo, a utilizacdo de confinamentos vem se tornando
cada vez mais importante para a cadeia produtiva de carne bovina, em que no ano de
2013, foram confinados cerca de 4,3 milhdes de cabecgas de bovinos no Brasil (IMEA,
2014),

Contudo, o uso de ragdes com elevados teores de energia ou carboidratos nao
fibrosos, principalmente o amido, utilizados na fase de terminacdo, resulta em
aumento da producio de acidos graxos de cadeia curta, assim como de acido latico
pelos microrganismos do rumen, o que pode levar a problemas de ordem digestiva
como a acidose, frequentemente acompanhados de diminuicdo e grande flutuagéo na
ingestdo de massa seca, baixo ganho de peso e lesbes na parede do rumen
(PRESTON,1998).

Para que tais prejuizos possam ser minimizados, de forma a diminuir o impacto
da fermentagao excessiva dos carboidratos no rumen, algumas estratégias de manejo
alimentar dos animais podem ser adotadas, tais como: adaptacdo gradual a dieta,
maior intervalo entre tratos e horarios dos mesmos, maior frequéncia de fornecimento
da ragdo nos currais e monitoramento da ingestdo de massa seca (CERVIERI et al.,
2009).

Em geral, os confinadores ou seus nutricionistas adotam sistema de
fornecimento das ragdes, horario e frequéncia de tratos, levando em consideragao
apenas o numero de bovinos confinados, as instalagbes nas quais os animais sao
mantidos, equipamentos disponiveis e quantidade de baias a serem abastecidas, por
nao haver trabalhos na literatura brasileira, embasados em conceitos nutricionais, que
auxiliem o confinador a adotar a frequéncia de alimentacdo mais adequada para que o
animal apresente desempenho produtivo maximo (MILLEN et al., 2009).

Desta forma, o objetivo deste estudo, foi avaliar o efeito das diferentes
frequéncias alimentares adotadas sobre o desempenho produtivo, caracteristicas de
carcaga, morfologia, histologia e imuno-histoquimica do epitélio ruminal de bovinos
Nelore confinados.

Os resultados desse estudo serao apresentados no capitulo 2 desta

dissertacao.
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REVISAO DE LITERATURA

Acidose ruminal como consequéncia da frequéncia alimentar

A manutencao de um ambiente ruminal menos acido e, portanto, passivel de
absor¢do de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), torna-se necessario para evitar
grandes prejuizos econdmicos no sistema de producdo de bovinos de corte. Para
tanto, varias ferramentas de manejo podem ser adotadas com o intuito de prevenir ou
controlar a acidose, que pode ser definida como a reducédo do conteudo alcalino do
fluido corporal em relacdo ao conteudo acido (OWENS et al., 1998). A grande
proporgcao de carboidratos rapidamente fermentaveis presente nas ragbes de bovinos
de corte esta diretamente relacionada com a incidéncia de acidose, o que provoca
varias mudangas ruminais como: aumento da disponibilidade de glicose livre, estimulo
no crescimento de diversas bactérias, aumento da producdo de AGCC, principalmente
0 acido latico, reducdo do pH e da motilidade do rumen e aumento da susceptibilidade
a disturbios ruminais consequentes da acidose (OWENS et al., 1998), como laminites
e abscessos de figado, além da diminuicdo do consumo de massa seca por saciedade
quimica.

Durante o processo de acidificagdo do rumen, ocorrem quedas bruscas ou
flutuacdes de pH, que resultam em morte de alguns microrganismos ruminais, dentre
0s quais podem estar incluidas bactérias amiloliticas, responsaveis pela degradacao
do amido no rumen e producgao de parte do propionato. Com o desaparecimento desta
classe de microrganismos, pode haver comprometimento da digestibilidade deste
nutriente e um possivel quadro de acidose ruminal, reduzindo o desempenho e
afetando a saude animal. Da mesma forma, valores de pH menores que 6,0 afetam o
metabolismo de microrganismos celuloliticos o que leva a reducédo da degradacao de
fibras no ramen (OWENS et al., 1998).

Segundo Millen et al. (2009), em pesquisa realizada com nutricionistas
brasileiros de bovinos de corte em confinamento, 52% dos entrevistados responderam
que a acidose ou problemas ligados a acidose (laminites e timpanismo) é o segundo
maior problema relacionado a saude de bovinos confinados no pais.

Robinson e Mcniven (1994) sugerem que o aumento da frequéncia de
alimentagédo promove redugéo da flutuagéo da produgao de AGCC e do pH ruminal, o
que atribui a este manejo resultados positivos com relacdo a diminuicdo da incidéncia
de acidose e disturbios advindos desta como a rumenite, evidenciada quando ha
desenvolvimento de alteragbes inflamatdrias no epitélio ruminal, a qual tem como
principal causa processos fermentativos inadequados no interior do rumen. Vechiato

(2009) estudou a frequéncia e tipo dessas lesdes ruminais em bovinos terminados em
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regime alimentar de confinamento e observou que a incidéncia de rumenites foi 11,9%
maior, @ medida que foram adotadas dietas com maiores inclusdes de concentrado.
Estudos nacionais referentes as rumenites, realizados por Costa et al. (2008),
tém sido descritos quanto a acido de certos acidos em predispor lesdo ruminal e,
consequentemente, quadros de rumenites. Estes autores relataram que o propionato
foi o AGCC que mais colaborou para o crescimento fisiologico de papilas
metabolicamente ativas e que tanto lactato quanto o butirato podem causar lesdes as
papilas quando concentragbes acima do normal sdo encontradas. Contudo, quando
menores frequéncias de alimentacao sao adotadas, o pH ruminal podera sofrer queda,
e a eficiéncia das bactérias amiloliticas também pode decrescer, o que aumenta a
proporcao lactato:propionato devido a maior acdo de bactérias produtoras de lactato
no rimen quando este encontra-se com valores de pH inferiores a 5,6; o que gera
lesdes e reduz a possibilidade de crescimento das papilas e desempenho animal.
Depois de instalado quadro de rumenite, as barreiras fisicas de defesa dos
animais estdo comprometidas devido a lesdo originada, o que facilita a migragao de
bactérias ruminais, em especial as da espécie Fusobacterium necrophorum, para a
corrente sanguinea. Essas bactérias, apds atravessarem o epitélio ruminal, atingem a
circulagao portal e chegam ao figado, ocasionando infec¢ao e formagao de abscessos.
Os abscessos sdo inflamagdes purulentas que promovem a formagao de uma capsula
de tecido conjuntivo fibroso, causado por bactérias normalmente anaerdbicas
(NAGARAJA e LECHTENBERG, 2007) e, como consequéncia, reduzem o

desempenho animal e a producéo de carcaca.

Frequéncia de alimentacao e sua relagdo com o desempenho produtivo

Atualmente, no sistema de confinamento, a frequéncia de alimentagdo € um
fator de extrema importancia para os produtores e, segundo Arthur et al. (2004), seria
o0 componente de maior custo na maioria dos empreendimentos pecuarios. Seu
aumento pode diminuir a incidéncia de acidose devido a menor quantidade de energia
ou amido ingerido por oferta de alimento, gerando condigbes mais estaveis no rimen.

Segundo Yang e Varga (1989), o efeito mais importante da frequéncia de
alimentacdo sobre o ambiente ruminal é que o aumento desta variavel reduz as
flutuagdes de pH, reduzindo assim a flutuagdo da ingestdo de massa seca (IMS),
parametro ligado ao aparecimento de disturbios digestivos como a acidose, quando
bovinos s&o alimentados com dietas que contém elevados teores de energia (FULTON
et al., 1979).

Britton e Stock (1987) citam que, para bovinos confinados que recebem ragoes

com altos teores de energia, a flutuagao da IMS, além de causar perturbagdes
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digestivas, diminui o desempenho e crescimento animal.

Desta forma, com alimentacdo mais frequente, a IMS seria mais uniforme com
as atividades de ingestdo e ruminagdo mais distribuidas ao longo do dia, o que
aliviaria as flutuacdes de pH e minimizaria o surgimento de disturbios digestivos.

O desempenho animal esta diretamente ligado a IMS, pois 60 a 90% do
desempenho decorre da variagdo da ingestdo, enquanto que 10 a 40% advém de
flutuacbes na digestibilidade dos nutrientes, como citado por Mertens (1994), sendo
entao a ingestao considerada o fator crucial na determinagao do desempenho animal.

Esta afirmagdo tem como base o fato de que a variagdo na IMS de dietas de
alta energia comprometem a manutencdo do pH ruminal em patamares adequados
para fermentagao ruminal ideal, visando o maximo rendimento microbiano (pH ruminal
> 5,6; McAllister et al., 2002), situacido que pode ser ocasionada devido a baixa
frequéncia alimentar, ocasionando disturbios digestivos e decréscimos na produgao.

De acordo com Van Soest (1994), a IMS é controlada por varios fatores que
variam de acordo com a situac&o, o que pode estar ligado ao animal, ao alimento e a
fatores ambientais e de manejo, como tempo de acesso ao alimento, frequéncia de
alimentagido e comportamento ingestivo.

DeVries e von Keyserlingk (2005) avaliaram 48 vacas holandesas alojadas em
confinamento, alimentadas uma ou duas vezes ao dia e notaram que o fornecimento
de alimento fresco € um estimulo substancial para a ingestdo, concluindo que a maior
frequéncia de fornecimento de alimento fresco as vacas leiteiras pode contribuir
significativamente para a distribuicao e até aumento da ingestao ao longo do dia.

De acordo com Jezierski e Podluzny (1984), tal resultado pode estar associado
ao aumento da concorréncia entre as vacas, fator que pode levar algumas vacas a
modificarem seus habitos de alimentacao para evitar interagdes agressivas. Em outro
estudo com vacas leiteiras, Mantysaari et al. (2006) observaram a IMS de animais
expostos a um ou cinco tratos diarios €, da mesma forma, notaram maior IMS e maior
uniformidade de ingestdo ao longo do dia quando maiores frequéncias alimentares
foram adotadas, enquanto que as vacas alimentadas apenas uma vez por dia
apresentaram pico de consumo logo apds a oferta de alimento. No entanto, faltam
estudos com bovinos de corte confinados no tocante aos efeitos de diferentes
frequéncias de alimentagdo sobre a IMS e desempenho animal, pois a frequéncia
alimentar acarreta em alteragbes no padrao de distribuicdo das atividades ao longo do
dia (FISCHER et al., 2002).

Diferentes frequéncias alimentares adotadas por técnicos e produtores podem
levar a uma série de disturbios metabdlicos advindos da acidose, pois a menor

frequéncia de alimentagao podera fazer com que a quantidade de energia ingerida
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pelo animal, promova redugao brusca do pH ruminal e aumento da concentragdo de
metabdlitos sanguineos, o que inibe a IMS na proxima oferta de alimento, ou leva a
selegdo de ingredientes da ragdo que proporcione “sensacdo de conforto”. Este fator
podera diminuir significativamente o desempenho animal, pois os ruminantes, como
outras espécies, procuram ajustar o consumo alimentar as suas necessidades

nutricionais, especialmente de energia (ARNOLD, 1985).

Morfologia e histologia ruminal relacionadas com a frequéncia alimentar

O conhecimento da morfologia e histologia do riamen, bem como sua
capacidade de absorcao, tendem a auxiliar no esclarecimento das causas que levam a
ocorréncia de disturbios metabdlicos, como a acidose, e suas consequéncias a saude
ruminal.

As papilas ruminais sao projecdes da tunica mucosa para o lumen do 6rgéo e
sdo responsaveis por aumentar a area de superficie de contato, ou seja, a area de
troca entre o conteido ruminal e a corrente sanguinea. Elas sdo formadas de um
centro de tecido conjuntivo coberto por epitélio (DOBSON et al.,, 1976) e sua
proliferacdo celular ocorre a partir da camada basal, onde as células entram em
divisdo mitética, conforme a necessidade de suprimento celular do epitélio, onde
sofrem diferenciacdo e migram para as demais camadas do epitélio até alcangar a
camada cdrnea e descamar para dentro do lumen ruminal (LAVKER e MATOLTSY,
1970).

O tamanho e o formato das papilas sdo completamente dindmicos e sujeitos as
mudancas da dieta (CUNNINGHAN, 1992). Além de participarem do mecanismo de
movimento da ingesta (D’ARCE e FLECHTAMANN, 1979), aquelas sao responsaveis
pelo aumento da area absortiva, pois a maior parte da absor¢ao de AGCC e outros
metabdlitos ocorre em nivel de papilas ruminais (BANKS, 1991), sendo que esses
AGCC servem como estimuladores do desenvolvimento das papilas como citado por
Cunninghan (1992). Isso explica o fato de que nas areas de maior absor¢édo ha maior
desenvolvimento de papilas ruminais.

Contudo, a ingestao de dietas ricas em carboidratos rapidamente fermentaveis
pode resultar em acumulo excessivo de AGCC no fluido ruminal, o que pode levar o
animal a quadros de desordens metabdlicas, como acidose, timpanismo e ainda
causar lesées no epitélio do rumen, o que diminui sua capacidade absortiva e
motilidade, gerando perdas econdmicas e de desempenho se o animal ndo estiver
totalmente adaptado.

Parra et al. (2011) estudaram os efeitos de protocolos de adaptagcédo a dietas

com elevados teores de concentrado com duracao de 14 ou 21 dias sobre as papilas
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ruminais de bovinos Nelore em confinamento. Relataram que os animais submetidos
ao protocolo de 21 dias apresentaram papilas com menor grau de lesdo e maior
capacidade de absorcao em relacédo aos que foram expostos ao protocolo mais curto.

Sakata et al. (1980) descreveram que o rumen se adapta ao aumento na
ingestdo de rac¢des de alta energia por meio da hiperplasia das células epiteliais, e que
os AGCC, provenientes da fermentacdo ruminal, estimularam a mitose do epitélio
ruminal em carneiros. Em estudo conduzido por Costa et al. (200), os AGCC
contribuiram para o aumento da proliferagdo celular da camada basal do epitélio
ruminal, mas somente o propionato tendeu a aumentar o tamanho de papilas no saco
cranial do rimen. De acordo com Soto-Navarro et al. (2000), a menor frequéncia de
tratos acarreta em diminuicdo de propionato no rumen, ndo favorecendo assim o
crescimento das papilas.

Resende Junior et al. (2006), ao fornecerem racdes de alta energia uma ou
quatro vezes para vacas nao lactantes, observaram que a menor frequéncia de
alimentacéo resultou em maior indice mitoético da camada basal do epitélio ruminal, o
que implica que o aumento do indice mitético reflete em maior desenvolvimento das

papilas e, consequentemente, maior area de absorcao.

Imuno-histoquimica do epitélio ruminal

Grande parte dos tecidos epiteliais sofrem renovagao celular em razédo do
equilibrio celular entre a proliferacdo e a morte celular, caracterizada por processo
ativo de alteracdes bioquimicas e morfoldgicas, denominada apoptose (STRANSSER
et al., 2000), em que ocorre condensacao citoplasmatica, sem rompimento da
membrana celular, e formacdo de corpos apoptoticos, que sao prontamente
reconhecidas e ingeridas por fagocitos locais, processos que impedem as reagdes
inflamatdrias nos tecidos adjacentes (MARTINS FILHO, 2008)

Ha diversos fatores envolvidos na ativagao da apoptose, mas, certamente, os
genes apresentam um papel controlador especial, em que pelo menos trés genes tém
um papel indutor sobre o processo apoptético: os genes morte celular-3 (ou Cell
Death-3), MC-4 (Ced-4) e MC-10 (Ced-10). O produto da expressao do gene Ced-3 é
um conjunto de proteases apoptoéticas ricas em cisteina, conhecidas como “caspases”
(cysteine-containing aspases), que clivam peptidios em sitios contendo residuos do
aminoacido acido aspartico (FERRARI et al., 2007).

A apoptose é ativada quando ocorre invasao de genes patogénicos ou mesmo
quando ha lesdo interna do DNA, como nos casos de acidificagdo do meio ruminal, por
isso é considerada um mecanismo de defesa.

O uso da frequéncia alimentar inadequada para bovinos confinados aliada a
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dietas com alta concentragdo de carboidratos rapidamente fermentaveis pode causar
lesdes no epitélio ruminal, sendo essa uma das formas de indug¢ao da apoptose.

Quando esta ocorre, as caspases sao ativadas, degradando proteinas
nucleares e do citoplasma. O nucleo celular torna-se picnético, entra em colapso e se
fragmenta. Os corpos apoptéticos, que sdo prolongamentos de membrana, séo
fagocitados por macréfagos, o que caracteriza processo de morte celular, sem haver
processo inflamatério. Por outro lado, animais que recebem alimentagao em intervalos
de tempo adequados podem apresentar maior proliferagcao celular, pois as oscilagdes
do pH ruminal acontecem de forma constante, proporcionando estabilidade das
fermentagcbes e promovendo absor¢do da quantidade crescente de acidos graxos de
cadeia curta que estara sendo produzida devido ao fornecimento de ragbes com altos
teores de energia.

Desta forma, estudar a proliferacdo e morte celular no epitélio ruminal de
bovinos Nelore confinados submetidos a distintas frequéncias de alimentagao com
ragbes que contém elevados niveis de concentrado torna-se importante, pois podem
servir como subsidio para determinar o numero ideal de tratos diarios para bovinos
Nelore confinados, assim como a intensidade de lesdes, se houver.

O epitélio de revestimento do rumen é do tipo estratificado pavimentoso
queratinizado, de espessura variavel, formado por quatro camadas de células
distintas: basal, espinhosa, granulosa e cérnea ou queratinizada. A camada basal é a
parte germinativa do epitélio, onde ocorre a proliferacdo celular para crescimento e
renovacgao epitelial, expressa por alta atividade mitética (PEREIRA, 1997).

Apds a divisdo mitdtica das células, essas sofrem diferenciagcdo, ou seja,
queratinizagdo, e migram para as camadas superiores do epitélio, até alcangcarem a
camada cornea e descamar para dentro do lumen ruminal (DELLMAN & BROWN,
1982; BANKS, 1992). A velocidade relativa dos processos de proliferagdo celular,
diferenciacdo e descamacao determina o numero de células em cada camada do
epitélio.

Goodlad (1981) alimentou carneiros por um periodo com dieta a base de
forragem, seguido por outro periodo de alimentagdo exclusivamente com
concentrados por varios meses. A taxa de proliferagao celular da camada basal do
epitélio na transicéo de forragem para concentrado foi de 32,7%, e apos varios meses
de fornecimento de concentrado, essa taxa foi de 17,3%. Os animais que foram
alimentados somente com forragem durante todo o periodo experimental
apresentaram taxa de proliferacao celular de apenas 9,0% ao final do estudo. Esses
dados indicam que o ato de introduzir ingredientes concentrados na alimentacao

estimula mais a proliferagdo celular, possivelmente por que na transicdo de dietas a
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base de forragens para outras a base de concentrado, uma massa celular bem maior
deve ser atingida para possibilitar a absor¢do e metabolizagdo eficiente da maior
quantidade de AGCC que serdo produzidos. Uma vez atingida essa massa, a
proliferacdo epitelial cai a uma taxa capaz de possibilitar a reposi¢cao de células
metabolicamente vivas.

Costa (2003) avaliaram altera¢gdes morfoldgicas induzidas por infusbes de
butirato, propionato e lactato sobre a mucosa ruminal de bezerros e observaram que
todos os AGCC contribuiram para o aumento da proliferacdo celular da camada basal
do epitélio ruminal, mas somente o propionato tendeu a aumentar o tamanho de
papilas no saco cranial do rimen.

Grande parte dos tecidos sofre renovacgao celular em razao do equilibrio celular
entre a proliferacao celular e a morte celular, caracterizada por um processo ativo de

alteragdes bioquimicas e morfolégicas, denominada apoptose.
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EFEITO DAS FREQUENCIAS DE ALIMENTAGAO SOBRE O DESEMPENHO,
CARACTERISTICAS DE CARCAGA E SAUDE RUMINAL DE BOVINOS NELORE
CONFINADOS

RESUMO: O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos das diferentes frequéncias
de alimentagao sobre o desempenho, caracteristicas de carcaga e saude ruminal de
bovinos Nelore confinados. Foram utilizados 48 machos inteiros, com idade média de
18 meses e peso vivo médio inicial de 358,2 + 19,4 kg, blocados por peso e divididos
em quatro tratamentos: 1) fornecimento da ragdo uma vez por dia (1x; 8:00), 2)
fornecimento da racao duas vezes por dia (2x; 8:00 e 14:00), 3) fornecimento da
racao trés vezes por dia (3x; 08:00, 11:00 e 14:00), e 4) fornecimento da ragao quatro
vezes ao dia (4x; 08:00, 11:00, 14:00 e 17:00), caracterizando assim um delineamento
de blocos casualizados, com 12 repeti¢cdes (1 animal/baia), em que baia considerada a
unidade experimental. O periodo experimental foi de 94 dias, sendo que o programa
de adaptacao consistiu em alimentagao ad libitum de duas dietas de adaptacado ao
longo do periodo de 9-d com o aumento do nivel de concentrado de 60% para 72%,
seguido de 86% da matéria seca. Regressao polinomial foram utilizados para avaliar a
relacdo linear, quadratica e cubica entre a frequéncia de alimentacdo e a variavel
dependente. O aumento da frequéncia alimentar afetou de forma linear o peso vivo
final, ganho de peso diario, eficiéncia alimentar, células em mitose, indice mitético,
total de células e células em proliferacdo. O peso de carcaga quente foi afetado de
forma linear e cubica, bem como a altura e area das papilas ruminais. Com base nos
resultados, a frequéncia de alimentacdo de trés vezes ao dia proporcionou aos
animais maiores valores para area e altura das papilas ruminais, e maior peso de
carcaga quente e, por isso, recomenda-se alimentar bovinos Nelore confinados no
minimo trés vezes ao dia.

Palavras-chave: Bos indicus, acidose, papilas ruminais
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Effects of feeding frequencies on feedlot performance, carcass traits and ruminal
health of feedlot Nellore cattle

ABSTRACT: The objective of this study was to determine the effects of different
feeding frequencies on performance, carcass characteristics and rumen health of
feedlot Nellore. 48 males were used, with an average age of 18 months and average
live weight of 358.2 + 19.4 kg, blocados by weight and divided into four treatments: 1)
providing the feed once a day (1x; 8: 00) 2) supplying the feed twice a day (2x; 8:00 to
14:00), 3) providing three times daily ration (3x, 08:00, 11:00 and 14:00), and 4) supply
of feed four times a day (4x; 08:00, 11:00, 14:00 and 17:00), characterizing a
randomized block design with 12 repetitions (1 animal / pen), where pen considered
the experimental unit. The experimental period was 94 days, and the adaptation
program consisted of ad libitum feeding both diets throughout the adaptation 9d period
with the increase in the level of concentrate 60% to 72% followed by 86% the dry
matter. Regression coefficients were used to assess the linear, quadratic and cubic
relationship between power and frequency dependent variable. Increased food
frequency affected linearly final body weight, daily gain, feed efficiency, cells in mitosis,
mitotic index, total cells and proliferating cells. The hot carcass weight was affected
linear and cubic shape and the height and area of rumen papillae. Based on the
results, three times daily feed provided to the animals frequency higher values for the
area and height of the ruminal papillae, and increased hot carcass weight and,
therefore, it is recommended to feed Nellore confined at least three times day.

Keywords: Bos indicus, acidosis, rumen papillae
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INTRODUGAO

A pecuaria de corte brasileira, nos ultimos anos, vem passando por mudangas
significativas, o que tornou o Brasil, o0 segundo maior exportador e produtor mundial de
carne bovina, com o numero de 193.393.388 de cabegas confinadas, responsavel em
2013, por 20% das exportacdes do produto (ANUALPEC, 2013).

Além do confinamento viabilizar o abate de bovinos mais jovens, com melhor
acabamento de carcaga e aumentar o niumero de bovinos terminados em decorréncia
da maior velocidade de ganho de peso, o confinamento traz melhorias na qualidade da
carcaca e promove a intensificacdo do uso da terra (RESTLE e VAZ, 2003). Desta
maneira, para tais parametros serem alcancados torna-se imprescindivel o
fornecimento de dietas com elevados teores de energia, pois na fase de terminagao o
animal apresenta elevada exigéncia nutricional, principalmente se o ganho diario de
peso desejado for alto (SANTOS et al., 2004).

Entretanto, essa acao pode acarretar em problemas de ordem digestiva, como
a acidose, frequentemente acompanhados de diminuicdo e grande flutuacdo na
ingestdo de massa seca, baixo ganho de peso, lesdes na parede do rumen e
aparecimento de abscessos hepaticos (PRESTON,1998). Deste modo, a frequéncia
de alimentagédo entra como uma importante ferramenta para minimizar os prejuizos
decorrentes da acidose, ou evitar que estes ocorram, pois quando a frequéncia de
alimentacido é baixa, o que leva a aumentos na quantidade de racao fornecida por
trato, pode ocorrer maiores quedas de pH do rimen em determinados horarios do dia.

Por outro lado, oferecer a ragao total dividida em maior nimero de parcelas ao
longo do dia pode diminuir o risco de disturbios digestivos, pois a quantidade de
energia ingerida pelo animal € menor em cada oferta, bem como a quantidade de
amido. Isto proporciona ambiente ruminal mais favoravel a degradagao dos
carboidratos pelas bactérias e evita quedas bruscas e flutuagdes de pH, melhorando
desta maneira o desempenho animal. Porém, ao adotar este tipo de manejo, o custo
operacional podera sofrer aumento significativo, devido a maior quantidade de
horas/maquina trabalhada, e a maior necessidade de mao de obra.

A adocgao de apenas uma oferta de alimento por dia podera levar o animal ao
consumo excessivo de ragcao quando esta for ofertada, normalmente pela manha, o
que pode promover a queda do pH ruminal a niveis acidéticos, pelo excesso de acidos
graxos de cadeia curta liberados no rumen. Desta maneira, quando o pH ruminal se
encontra abaixo de 5,6, devido a fermentagao excessiva, o consumo de alimentos é
diminuido na tentativa de restaurar o pH ruminal para niveis adequados. Uma vez que
o0 pH retorna a niveis adequados, o animal se sente "melhor" e volta a consumir em

alta quantidade. Isso causa nova produgao excessiva de acidos no rumen, o que faz
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com que todo o ciclo se repita (SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al., 2003) e promova
quadros de acidose, os quais levam a desempenhos insatisfatérios e até a morte.

Esta flutuagdo do consumo de matéria seca por prolongado periodo acarreta
em lesdes ao epitélio ruminal, o que diminui a capacidade absortiva de acidos graxos
de cadeia curta e consequente diminuicdo da eficiéncia alimentar como um todo, pois
os nutrientes da dieta ndo foram fermentados ou absorvidos de maneira efetiva
através do rumen.

Por outro lado, como no Brasil as ragdes de terminacao utilizadas contém
menor concentracao de energia que ragdes americanas (MILLEN et al., 2009) devido a
maior inclusdo de subprodutos e forragens, assim como grdos de milho menos
processados e de variedades “Flint”, a ado¢ao de um arragoamento por dia precisa ser
testada em condi¢des brasileiras, pois os estudos que relatam quadros de acidose em
animais alimentados apenas uma vez por dia foram realizados em outros paises, com
bovinos Bos taurus, € com ragbes que continham mais energia, grdos mais
processados e menores teores de forragem, o que poderia apresentar vantagens com
relagdo ao custo operacional, devido ao menor dispéndio com maquinas trabalhando.

Assim sendo, o presente estudo visa avaliar o efeito de diferentes frequéncias
de fornecimento do alimento em relacdo ao o desempenho produtivo, caracteristicas
de carcaga, morfologia, histologia e imunohistoquimica ruminal de bovinos Nelore

terminados em confinamento.

MATERIAL E METODOS
Animais e Local do Experimento

O estudo foi conduzido nas instalagdes do confinamento da Agéncia Paulista
de Tecnologia dos Agronegocios (APTA), no municipio de Andradina/SP. Foram
utilizados 48 animais machos inteiros da raca Nelore, com peso vivo médio inicial de
358,2119,4 kg, contemporaneos, oriundos de um mesmo lote de matrizes, provindos

de sistema de recria a pasto em que recebiam suplementacgao.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados formados em
funcéo do peso vivo inicial, em que os animais foram divididos em quatro tratamentos
de acordo com a frequéncia de alimentagcédo adotada: 1) fornecimento da racéo 1x ao
dia (8:00h), 2) fornecimento da ragdo 2x ao dia (8:00 e 14:00h), 3) fornecimento da
racao 3x ao dia (8:00, 11:00 e 17:00h) e 4) fornecimento da racdo 4x ao dia (8:00,
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11:00, 14:00 e 17:00h). Cada tratamento foi composto por 12 animais (1 animal/baia),

sendo a baia ou o animal considerados a unidade experimental para este estudo.

Manejo dos animais e Arragoamento

O programa de recebimento dos animais foi da seguinte forma: todos foram
desvermifugados, e submetidos a um periodo de pré-adaptacdo de 10 dias com o
objetivo de uniformizar a populagao ruminal dos mesmos e adapta-los as instalagdes e
manejo. Os animais foram alojados em confinamento parcialmente coberto e mantidos
em baias de piso de concreto de facil limpeza com lotacdo de um animal por baia
(7,4m? por animal e 1,0 m de cocho por animal) com agua a vontade disponivel em
bebedouro automético.

O experimento teve duracdo de 94 dias, sendo nove dias de adaptacao
utilizando-se o protocolo Step up (escadas). As duas ragdes de adaptacao continham
60 e 73% de concentrado, fornecidas durante 5 e 4 dias, respectivamente, sendo que
no décimo dia do periodo experimental foi fornecido a todos os tratamentos a dieta de
terminacdo com 86% de concentrado, sendo todas completas (TMR). As racdes
experimentais foram formuladas segundo o LRNS nivel 2 (LARGE RUMINANT
NUTRITION SYSTEM, FOX et al. 2004), cujos niveis estdo apresentados na Tabela 1.
As racgbes foram compostas por bagaco de cana in natura, feno de Tifton, milho moido

grosso, farelo de soja, casca de soja e sal mineral contendo monensina sodica e ureia.

Tabela 1. Composicao e contelido nutricional das dietas experimentais.

Dietas Adaptagcao1 Adaptagdo2 Terminagao
Nivel de Concentrado (%) 60 73 86
Ingredientes (% MS)

Bagaco de cana in natura 27,0 21,0 14,0
Feno de Tifton 13,0 6,0 0,0
Graos de Milho Quebrados 39,8 53,4 67,0
Farelo de Soja 12,1 8,8 5,5
Casca de Soja 5,4 7,2 9,0
Suplemento Mineral com Uréia 2,7 3,6 45
Conteldo Nutricional

Matéria Seca (MS) 74 77 81,0
Nutrientes Digestiveis Totais (%MS) 66 71 76,0
Proteina Bruta (% MS) 14,2 14,0 14,0
Fibra em Detergente Neutro (% MS) 41,4 32,7 24,0
peNDF" (%MS) 36,0 27,0 18,0
Ca? (%MS) 0,46 0,53 0,59
P2 (%MS) 0,29 0,3 0,31

' Fibra em detergente neutro fisicamente efetiva. 2 Calcio. * Fésforo.
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Os animais foram divididos em quatro grupos de 12 animais (repetigbes), para
que cada grupo fosse alimentado com uma frequéncia de alimentagao distinta, como
mostrado na Tabela 2. As ragdes com fornecimento ad libitum foram submetidas a
ajustes de quantidade diaria a serem fornecidas, com base na quantidade de sobra
nos cochos antes da primeira refeicdo (8:00h), a qual manteve-se entre 10% da
quantidade ofertada. O consumo foi medido para cada baia todos os dias por meio da
pesagem do alimento fornecido, e da pesagem das sobras antes do trato da manha
posterior, para que se pudesse além de aferir o consumo do dia anterior, ajustar o
fornecimento do dia subsequente. A determinacdo do teor de matéria seca (MS) da
dieta total foi efetuada todos os dias para se obter a ingestdo de massa seca (IMS)
diaria/animal, em quilos. Ao final do estudo, o consumo de massa seca também foi

avaliado em porcentagem do peso vivo (%PV).

Tabela 2. . Representacdo do manejo alimentar que foi adotado para os animais
durante o estudo de acordo com a frequéncia de alimentacao.

Horarios de Arragoamento

Frequéncia Diaria Proporc¢ao do Trato Total

de Alimentagao Fornecida (%) 8:00h 11:00h 14:00h 17:00h
1x 100 X - - -
2X 40:60 X - X -
3x 30:20:50 X X - X
4x 25:15:20:40 X X X X

Desempenho produtivo

No inicio do periodo experimental e a cada 28 dias todos os animais foram
pesados, sem jejum, sendo descontados 4% do peso vivo observado, para assim se
obter o peso vivo enxuto. Para a mensuragao de peso vivo inicial e final, os animais
foram pesados por dois dias consecutivos e os pesos inicial e final formaram a média
desses dois dias pesagens.

Antes da primeira e da ultima pesagem, os animais foram restritos por trés dias
a consumo equivalente a 2% do peso vivo para se eximir problemas de diferentes
pesos ou preenchimento do conteudo gastrintestinal. A leve restricao alimentar foi feita
nos dias -3, -2, e -1, e 92, 93 e 94. As duas pesagens consecutivas foram realizadas
nos dias -1 e 0, e 93 e 94 do periodo experimental, ambas antes da primeira refeigcao
da manha.

Dessa forma, foi calculado ao final do experimento o ganho de peso diario

(GPD) dos animais utilizando-se os dados que foram obtidos nas pesagens inicial e
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final. Aliado a isso, foi calculada a conversao alimentar (CA), obtida pela divisdo da
ingestdo de massa seca (IMS) total pelo ganho de peso vivo total durante o
experimento. Os animais foram abatidos em frigorifico comercial ao alcangarem média
de 5 mm de espessura de gordura subcutanea (EGS).

O rendimento de carcacga foi calculado a partir do peso da carcaca quente,
obtido no frigorifico comercial, dividido pelo peso vivo final do animal, obtido no
confinamento. A proporcao de gordura visceral foi estabelecida pela divisdo do peso
da gordura presente nos rins e pelve, a qual foi coletada no frigorifico, pelo peso da
carcaga quente.

Os animais foram submetidos a avaliagdes de ultrassonografia no inicio e no
final do periodo de confinamento segundo a metodologia proposta por Perkins (1992),
utilizando-se unidades de ultrassom veterinario “Aloka 500 SSD”, com linear e 6leo
vegetal como acoplante acustico para verificar a expessura de gordura subcutanea
sobre o musculo Longissimus thoracis e sobre o musculo Biceps femoris (picanha).
Também foi calculado ao final do estudo o ganho diario médio em espessura de
ambos os pontos avaliados, por meio da seguinte férmula: [(medida final (mm) —

medida inicial (mm)) / intervalo entre as duas avaliagbes (dias)]

Incidéncia de rumenites e abscessos hepaticos

Para avaliagdo da incidéncia de rumenites, todos os animais do experimento
logo apds o abate, tiveram seus rumens lavados e entdo analisados. O epitélio ruminal
foi classificado conforme a incidéncia de lesdes (rumenites e hiperqueratose) e outras
anormalidades no mesmo, numa escala de 0 a 10, seguindo a metodologia descrita
por Bigham et al. (1975).

A classificagao das papilas ruminais foi feita por duas pessoas treinadas para
este fim, sendo o escore final a média dos escores dos dois avaliadores.

Com relagao aos abscessos hepaticos, estes seriam classificados de acordo
com a incidéncia e severidade dos mesmos. Essa classificacdo teve como base o
estudo de Brink et al. (1990).

Morfologia, Histologia e Imuno-histoquimica do Epitélio Ruminal

Apds o abate, os animais foram eviscerados e os compartimentos rumen +
reticulo foram isolados. Apds a limpeza, um fragmento de aproximadamente 1 cm? foi
coletado da regido do saco cranial do rumen, para analise morfolégica, € um
fragmento de mesma dimenséo foi colhido do recesso do saco ventral do rumen, para

analises de histologia e imunohistoquimica.
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As amostras designadas a morfologia foram imediatamente colocadas em
frascos contendo solugdo de tampao fosfato (PBS = 0,79g de NaCl; 0,223g de
Na,HPO,; 0,0524 g de NaH,PO,; e 100mL de agua) a 0,1 M e pH 7,4, e mantidas
refrigeradas para a realizagdo das mensuragbes morfoldégicas macroscépicas da
parede ruminal.

As variaveis morfolégicas macroscopicas avaliadas foram: numero médio de
papilas por cm? de parede (NMP), area média das papilas (AMP), area total de
superficie absortiva por cm? de parede (ASA) e participacdo das papilas ruminais na
area total de superficie absortiva (RPSA). O NMP em todo fragmento foi mensurado
por trés avaliadores e o dado final foi o valor médio das trés contagens. A AMP foi
mensurada por meio de imagens digitalizadas das papilas utilizando-se o programa de
analise de imagens UTHSCSA Image Tool (RESENDE JUNIOR et al., 2006).

Em cada fragmento foram analisadas a area média de 12 papilas seccionadas
aleatoriamente da base. O dado final para AMP foi a média das 12 papilas. A ASA foi
calculada pela seguinte formula: 1 + (NMP*AMP) — (NMP*0,002), onde o numero 1
representa o fragmento de 1 cm? coletado, e 0 0,002 é a area basal estimada de cada
papila ruminal (DANIEL et al., 2006). Finalmente, a RPSA foi calculada como segue:
(NMP*AMP/ASA)*100.

As amostras coletadas para avaliagdo histolégica foram fixadas por 24 horas
em paraformaldeido (LILLIE e FULLMER, 1968). Apdés o periodo de fixacdo, as
amostras foram removidas do fixador por uma série crescente de alcodbis.

Apods essa etapa, os materiais foram inseridos em solugdes de alcool etilico
absoluto |, alcool etilico absoluto I, xilol I, xilol Il e, apds essa etapa, foram mantidos
em uma serie de parafinas (Histosec ®), estando esses em estufas com temperatura
em torno de 65°C.

Para a inclusdo do material, foram montadas as travas e preenchido de
parafina (Histosec ®) Ill. Terminada essa inclusdo e passado o periodo de secagem
total dos blocos fabricados, foram feitos cortes desse material, no micrétomo, em
seccbes de 5 ym e caracterizados como cortes definitivos.

A coloragao das laminas contendo os cortes foi efetuada com a inclusao destas
em uma sequéncia de crescente de xilol, corantes e alcoois, para a finalizacdo da
confecgao das laminas e posterior analise.

Utilizou-se o Analisador de Imagens Leica Qwin, contido no microscopio
eletrbnico de luz Leica, para obtencdo de imagens de cada corte, captadas por uma
micro-cdmera para posterior digitalizacdo e mensuracdes histoldgicas, sendo elas,

altura, largura e area das papilas e espessura do epitélio queratinizado das papilas
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ruminais, escolhendo aleatoriamente quatro papilas por animal, sendo o valor final, a
média destas.

A altura papilar (em micrometros) foi definida como sendo a linha reta tragada
desde a base ao apice da papila (Figura 1A).

Para a aferigdo da largura das papilas, foram tragadas retas em quatro lugares
distintos, para que a média fosse considerada (Figura 1B).

Da mesma forma, para se obter a espessura do epitélio queratinizado, foram

tracadas retas delimitando tal camada em quatro posicdes distintas, para que a média

fosse estabelecida (Figura 1C).

Figura 1. Cortes itolégicos Iong inais deucosa rumine in Nelore
terminados em confinamento submetidos a diferentes frequéncias de alimentagdo: A)
Exemplificagdo da metodologia utilizada apara afericdo da largura das papilas
ruminais. B) Exemplificagdo da metodologia utilizada apara aferigdo da altura do
epitélio ruminal. C) Exemplificagdo da metodologia utilizada apara aferigdo da

espessura do epitélio queratinizados das papilas ruminais. Método HE. 5x.

Para determinar a area das papilas, foram delimitadas a area das quatro
papilas a fim de se obter a média desta variavel (Figura 2).

Para a determinacdo do IM, foram contados o nucleo de 2.000 células da
camada basal do epitélio, contabilizando quantos destes apresentavam figuras
mitoticas (Figura 3 ).
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Figura 2. Corte histologico longitudinal de mucosa ruminal de bovinos Nelore
terminados em confinamento submetidos a diferentes frequéncias de alimentacao,

exemplificando a metodologia utilizada apara aferigdo da area papilar. Método HE. 5x.

Figura 3. Corte histologico longitudinal de mucosa ruminal de bovinos Nelore
terminados em confinamento submetidos a diferentes frequéncias de alimentacao,

evidenciando nucleos com figuras de mitose. Método HE. 5x.
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Assim, o IM foi calculado dividindo-se o numero de nucleos com figuras
identificacdo da proliferacdo e morte celular foi utilizada a técnica de imuno-
histoquimica que utiliza o Monoclonal Mouse Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen
(PCNA, Clone PC10 - DakoCytomation) e o Kit in Situ Cell Death Detection, Pod
(Roche) respectivamente, adaptada de Pereira et al. (2008).

Em seguida foi feito o desmascaramento do antigeno com tampao citrato, que
tem como intuito fazer com que a reacdo antigeno-anticorpo funcione. Apds essa
etapa, foi feito o bloqueio da Peroxidase Enddgena, em que as laminas foram tratadas
com H,O, 25% diluida em metanol, em local escuro e temperatura ambiente. Logo
apo6s foram submetidas a lavagens em PBS (tampao fosfato com pH 7,4). Apds estes
procedimentos, os protocolos de proliferacdo e morte celular se diferenciavam da

seguinte forma:

Proliferacéo Celular:

Para a anadlise de proliferagcdo celular foi feito o bloqueio dos sitios
inespecificos, necessario para que todos os sitios de ligagao das células presentes no
corte estivessem bloqueados, fazendo com que o anticorpo primario apenas se ligasse
no seu antigeno por especificidade.

Em seguida ao bloqueio dos sitios inespecificos, as laminas foram incubadas
com o anticorpo primario Monoclonal Mouse Anti-Proliferation Celular Nuclear Antigen
(Dako) e diluido em PBS juntamente com 3,5% de BSA (Albumina Sérica Bovina)
Entdo, sobre o tecido foram colocados 100ul do anticorpo primario e, assim, as
l&minas foram incubadas em camara umida “overnight” a temperatura de 4°C.

Apos essa etapa as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario
(Biotinnaled Link-Dako) em camara umida e escura em geladeira e depois estas
foram incubadas com Streptavidin-HRP (Dako) em camara umida e escura em
geladeira. Entado, foi revelada a reacdo com DAB (Diaminobenzidina - Dako®) em

camara umida e escura em temperatura ambiente.

Morte Celular:

Apos o bloqueio da Peroxidase Enddgena, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario diluido no LABEL SOLUTION. No controle positivo e no negativo foi
pipetado apenas o LABEL SOLUTION, sendo colocado 50ul por corte. Estas laminas
com o anticorpo primario foram incubadas em camara umida a 37°C por 1 hora.

Apos este periodo, as laminas foram incubadas foram incubadas com anticorpo
secundario (Enzima POD-converter (HRP) em c&mara Uumida a 37°C, durante 30

minutos, e assim foi feita a revelacdo com a DAB (Diaminobenzidina - Dako®) em
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camara umida e escura. Em temperatura ambiente, foram pipetados 100 uL por corte
durante 3 minutos, onde rapidamente eram lavadas com agua destilada.

Nas duas analises citadas, os cortes foram corados com Hematoxilina de
Harris, de acordo com a metodologia descrita por Lillie e Fullmer, (1968).

As imagens histologicas dos cortes corados por meio da técnica de imuno-
histoquimica animal foram isoladas e aleatoriamente cinco papilas foram escolhidas,
nas quais foram mensuradas o niumero de células em proliferacao e em morte celular,

tanto das papilas quanto da camada basal (Figura 4).
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Figura 4. Corte histologico longitudinal de mucosa ruminal de bovinos Nelore
terminados em confinamento submetidos a diferentes frequéncias de alimentagao; A)
corte representando a técnica utilizada para contabilizar a proliferacao celular em
papila ruminal. Circulo preto evidenciando nucleo celular e circulo vermelho nucleos
em proliferagéo. B) Corte representando a técnica utilizada para contabilizar a morte
celular em papila ruminal. Circulo preto evidenciando nucleo celular e circulo vermelho

nucleos em morte celular. Método Imunohistoquimica. 20x.

Assim determinado, foi determinado a relagdo entre o nimero médio de

nucleos em morte celular, assim como a taxa de proliferagéo celular.
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Avaliagao estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o PROC MIXED do SAS (2003) de
acordo com o modelo abaixo: Yij = y + Ti + Bj + eij; em que: Yij = observacao relativa a
jésima unidade experimental (animal) do iésimo tratamento; y = média geral; Ti =
efeito do iésimo tratamento, sendo i = 1: um trato/dia, 2: dois tratos/dia, 3: trés
tratos/dia, 4: quatro tratos/dia; Bj = efeito do bloco; eij = erro experimental referente a
jésima unidade experimental do iésimo tratamento (0; 2 c e ).

Foi realizada uma analise de regressao para avaliagdo dos dados onde foram
testados efeitos linear, quadratico e desvio da quadratica para os tratamentos
propostos utilizando-se a opcdo CONTRAST do SAS (2003).

RESULTADOS

Desempenho produtivo
Com base nos dados mostrados na tabela 3, a frequéncia alimentar nao afetou

(P > 0,10) o rendimento de carcaga, o consumo de massa seca em quilos ou em
porcentagem do peso vivo. Contudo, com o aumento da frequéncia de alimentagao o
ganho de peso diario, peso vivo final, a eficiéncia alimentar e o peso de carcaca
quente obtiveram resposta linear (P < 0,05), com o aumento da frequéncia de
alimentagéo.

O peso de carcaga quente também foi afetado (P = 0,01) de forma desvio da

quadratica, com o aumento da frequéncia de alimentacédo (Tabela 3).



Tabela 3. Desempenho e caracteristicas de carcaga de bovinos Nelore confinados submetidos a diferentes
frequéncias de alimentacao.

Tratamentos Probabilidade (Valor de P)

Item 1x 2x 3x 4x EPM L Q DQ
Desempenho
Peso Vivo Inicial, kg 356,79 355,63 356,92 357,19 7,89 0,70 0,62 0,59
Peso Vivo Final, kg 449,81 445,43 467,43 463,61 9,51 0,03 0,96 0,07
Ganho de peso diario, kg 0,979 0,961 1,175 1,138 9,51 0,01 0,87 0,08
IMS*, kg 7,75 7,95 8,44 8,10 0,24 0,12 0,22 0,26
IMS, % do peso vivo 1,91 1,98 2,04 1,97 0,04 0,25 0,09 0,55
Conversao alimentar, kg/kg 8,15 8,48 7,16 7,22 0,39 0,02 0,73 0,08
Eficiéncia alimentar, kg/kg 0,128 0,121 0,141 0,142 0,01 0,03 0,53 0,09
Caracteristicas de carcacga
PCQ? kg 246,91 24299 263,07 258,05 5,98 0,01 0,89 0,01
Rendimento de Carcaga, kg 54,97 54,62 56,14 55,58 0,51 0,15 0,84 0,09
Gordura Visceral, kg 3,42 3,43 3,73 3,98 0,34 0,18 0,71 0,82
Gordura visceral, % do PCQ 1,38 1,40 1,41 1,53 0,12 0,37 0,68 0,80
EGS?3 inicial, mm 2,38 2,36 2,45 2,47 0,10 0,41 0,84 0,68
EGS final, mm 5,53 5,58 5,41 5,86 0,26 0,48 0,44 0,47
Ganho diario de EGS, mm 0,034 0,035 0,032 0,037 0,003 0,68 0,48 0,37
EGP8* inicial, mm 2,78 2,52 2,79 2,64 0,12 0,75 0,61 0,07
EGPS8 final, mm 6,24 6,37 6,31 6,50 0,28 0,57 0,92 0,73
Ganho diario de EGP8, mm 0,038 0,042 0,038 0,042 0,003 0,44 0,91 0,23

' Ingestdo de Massa Seca. 2 Peso de Carcaca Quente. ® Espessura de Gordura Subcutanea. * Espessura de
Gordura da Picanha. L = Linear. Q = Quadratica. DQ = Desvio da Quadratica
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Rumenites e morfologia ruminal

Com relacdo a morfologia das papilas ruminais, as diferentes frequéncias de
alimentacdo nao influenciaram as variaveis numero médio de papilas, area média
papilar, area de superficie absortiva e representatividade das papilas na superficie
absortiva, de acordo com a tabela 4. Da mesma maneira, ndo houve efeito do

aumento da frequéncia de alimentacéo sobre o indice de rumenites.

Tabela 4. Médias relacionadas ao numero de papilas por cm? de parede
ruminal(NMP), area das papilas por cm? (AMP),superficie absortiva expressa em cm?
por cm? de parede (ASA), representatividade das papilas na superficie absortiva
(RPSA) e incidéncia de rumenites (RUM) de animais submetidos a diferentes
frequéncias de alimentacao.

Tratamentos EPM Probabilidade (Valor de P)
1 2 3 4 L Q DQ
NMP, n 45 43 40 42 3.16 0.42 0.50 0.51
AMP,cm 0.52 0.49 0.47 0.56 0.05 0.67 0.19 0.62
ASA, cm? 23.09 21.64 20.17 24.61 2.32 0.77 0.21 0.57
RPSA 95.68 95.11 94.67 95.91 0.58 0.92 0.13 0.55
RUM 2.00 1.80 2.20 2.30 0.42 0.49 0.72 0.63

L = Linear. Q = Quadratica. DQ = Desvio da Quadratica

Histologia e Imuno-histoquimica do epitélio ruminal
Para as variaveis histologicas, como altura e area das papilas ruminais,

observou-se resposta desvio da quadratica (P < 0,0001) em relagédo ao aumento da
frequéncia de alimentacdo, em que animais alimentados trés vezes ao dia
apresentaram maior altura e area de papilas (3,29 mm e 1,29 mm?; respectivamente)
que aqueles alimentados uma, duas ou quatro vezes (2,85; 2,79 e 3,14 mm; e 1,11;
1,11 e 1,22mm? respectivamente) (Tabela 5).

Por outro lado, o aumento da frequéncia de alimentagao nao afetou (P > 0,05)
a largura das papilas e nem a espessura da faixa de queratina.

As variaveis células em mitose e indice mitético foram afetadas de forma linear
(P =0,047), com o aumento da frequéncia de alimentacgao (Tabela 5).

Em relagdo a proliferagdo celular, o aumento da frequéncia de alimentacao
acarretou em resposta linear (P < 0,05) para células em proliferagédo e total de células
(Tabela 6). No entanto, o aumento da frequéncia de alimentagéo nao afetou (P > 0,05)

os indices de proliferagdo e morte celular.



Tabela 5. Médias relacionadas a altura, largura e area, espessura da faixa de queratina (EFQ), células em
células em mitose e indice mitético (IM) das papilas ruminais de animais submetidos a diferentes
frequéncias de alimentacéo.

Probabilidade

Tratamentos (Valor de P)
1 2 3 4 EPM L Q DQ
ALTURA, mm 2.85 2.79 3.29 3.14 0.06 <.0001 0.497 <.0001
LARGURA, mm 0.37 0.36 0.34 0.35 0.01 0.065 0.207 0.442
AREA, mm? 1.1 1.11 1.29 1.22 0.03 0.001 0.250 0.002
EFQ, ym 20.26 19.48 20.37 20.85 0.57 0.299 0.270 0.415
CELULAS EM MITOSE 182.33 211.92 257.00 252.67 28.08 0.047 0.549 0.608
IM (%) 9.12 10.60 12.85 12.63 1.40 0.047 0.549 0.608

L = Linear. Q = Quadratica. DQ = Desvio da Quadratica

Tabela 6. Médias relacionadas a Células em proliferagdo e em morte, total de células, indice de
proliferacao e morte celular das papilas ruminais de animais submetidos a diferentes frequéncias
de alimentacéo.

Tratamentos Probabilidade
(Valor de P)
1 2 3 4 EPM L Q DQ
Proliferagcao Celular
Células em 536,71 799,01 854,07 830,82 106,92 0,0439 0,2008 0,8121
proliferacao
Total de células 753,02 1139,02 1265,47 1184,48 156,48 0,0314 0,1564 0,9492

indice de proliferacdo 71,7854 70,1537 68,6898 70,6776 1,7714 0,5484 0,3122 0,6801
Morte Celular

Células em morte 692,57 770,90 813,41 760,82 136,64 0,6875 0,6341 0,9231
Total de células 1009,90 1096,88 1236,00 1104,28 196,72 0,6334 0,5809 0,7151
Indice de morte 67,8559 69,0654 66,5786 68,4390 1,6607 0,6875 0,6341 0,9231

L = Linear. Q = Quadratica. DQ = Desvio da Quadratica
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DISCUSSAO

De acordo com Mertens (1994), o desempenho animal € determinado pelo
consumo de nutrientes, sua digestibilidade e metabolismo. A baixa frequéncia diaria de
alimentacao para bovinos pode resultar em picos na concentracdo da maior parte dos
metabdlitos ruminais, incluindo aménia, acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acido
latico e do pH (ROBINSON & MCNIVEN, 1994). A alta concentracdo da maioria dos
metabdlitos ruminais e a queda do pH reduzem o crescimento e a atividade
bacteriana, refletindo em reducdo da degradagdo microbiana dos componentes do
alimento no rimen (ORSKOV,1986).

Com o aumento da frequéncia alimentar, podemos sugerir que esses picos
sejam menos frequentes, resultando em concentracdo mais constante desses
metabdlitos e proporcionando, assim, melhor ambiente ruminal e maior eficiéncia de
utilizac&o de alimento pelos bovinos.

Como observado neste estudo, o ganho de peso diario apresentou resposta
linear, bem como a conversdo alimentar e eficiéncia alimentar, concordando com os
dados expostos por Schwartzkopf-Genswein et al. (2011), que afirmaram que os
maiores ganho de peso diario e eficiéncia alimentar foram influenciados pela maior
frequéncia de alimentagao.

Segundo Colemen & Wyatt (1982) e Sniffen & Robinson (1984), o aumento em
ganho de peso diario e eficiéncia alimentar ocorrem quando o aumento da frequéncia
de alimentacao promove elevacdo no consumo, o que também pode estar relacionado
a melhor uniformidade nas concentracbes de metabdlitos ruminais. lkhatua et al.
(1987) atribuiram o maior ganho de peso diario para os animais alimentados com
maior frequéncia aos maiores coeficientes de digestibilidade da MS. No entanto, em
estudo aliado a este, Silva et al. (2014) ndo encontraram efeitos das frequéncias de
alimentagédo sobre a digestibilidade da matéria seca, do amido e da fibra em
detergente neutro (FDN) na fase de terminagao. Porém, houve efeitos linear e cubico
sobre a digestibilidade do amido na fase de adaptagdo, o que favoreceu a
digestibilidade deste nutriente em animais alimentados trés vezes ao dia, o que
poderia explicar a maior ingestao de matéria seca (mesmo que numérica) durante todo
o estudo, assim como o maior rendimento de carcaga e melhor conversao alimentar.
Aldrigui et al. (2013) também relataram que o ganho de peso de diario foi maior para
0s animais que se alimentaram mais vezes ao dia.

Alguns autores, consideraram que o aumento no numero de refeicdes tem
reflexo positivo no desempenho animal, por melhorar a fermentacéo ruminal, através

da reducgdo das flutuagdes dos acidos graxos volateis, pH e amoénia, bem como
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elevando a digestdo da fibra (KAUFMANN 1976; FRENCH & KENNELY 1984,
ROBINSON & MCNIVEN, 1994).

O maior peso de carcaga quente encontrado para animais alimentados trés
vezes ao dia, pode ser devido a uma soma dos resultados que favoreceram a
fermentacdo ruminal durante o periodo experimental, concordando com Gibson
(1981), que cita que o desempenho produtivo & favorecido com o aumento da
frequéncia alimentar.

O maior consumo de FDN, observado em estudo paralelo por Silva et al. (2014)
na fase de adaptacado, além proporcionar um ambiente ruminal mais favoravel para
uma fermentacdo equilibrada, pode ainda influenciar na digestibilidade, taxa de
passagem e atividade de mastigacédo e ruminacdo desse grupo de animais, 0 que
pode afetar o pH ruminal de maneira positiva nesta fase de adaptacdo ao
confinamento, e levando a melhores resultados de desempenho, como observado em
animais alimentados trés vezes ao dia, os quais apresentaram maiores pesos de
carcaga quente.

Os resultados encontrados neste estudo mostram que os animais alimentados
trés e quatro vezes ao dia destacam-se produtivamente dos animais alimentados uma
e duas vezes. Contudo, oferecer a dieta total parcelada em trés tratos pode ter
proporcionado aos animais adequado intervalo entre as ofertas de alimento, o que
provavelmente favoreceu para o restabelecimento do pH ruminal, apds a ingestéo, a
valores nao acidoticos, contribuindo para um melhor ambiente ruminal para a classe
de bactérias amiloliticas, que produzem propionato.

Segundo Costa et al. (2008), o propionato é o principal responsavel pelo
desenvolvimento e crescimento das papilas ruminais, resultados estes que concordam
com os encontrados nesse estudo, em que os animais alimentados trés vezes ao dia,
apresentaram maior altura e area das papilas ruminais, devido ao fracionamento da
dieta total em trés parcelas, aliado ao maior aporte de substrato no rimen em animais
alimentados trés vezes ao dia decorrente da maior ingestao de matéria seca (mesmo
que numeérica) observada resultar em maior fermentagcao ruminal, e possivelmente
aumento na producao de propionato.

Nesta situagao, se pode inferir que a maior parte do ATP disponivel péde ser
utilizado para o crescimento e multiplicagdo microbiana e ndo para sua manutengao,
favorecendo a produgdao de propionato e, consequentemente, o desenvolvimento
papilar, ndo somente em altura e area, como também aumentando as variaveis células
em mitose e indice mitético de forma linear, de acordo com o aumento da frequéncia

de alimentacéo.
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Possivelmente, a frequéncia alimentar de quatro vezes ao dia, por possuir
menor intervalo entre os tratos, ndo permite que o pH ruminal se restabeleca a valores
adequados a multiplicagdo microbiana apos a alimentagcdo. Segundo Cooper et al.
(1998), o pH ruminal de bovinos alimentados com dietas contendo alto teor de
concentrado comega a atingir valores acidéticos em torno de quatro horas apés a
oferta de alimento.

Desta forma, quando aumentamos a frequéncia de alimentagcdo para quatro
vezes ao dia, no momento em que o animal recebe a dieta, o pH ruminal ainda se
encontra em niveis baixos, fazendo com que sua queda seja mais pronunciada,
demorando mais tempo para se restabelecer e, assim, proporcionando maior morte
bacteriana, menor rendimento microbiano, e consequente diminuicdo da producéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o propionato, resultando em menor
desenvolvimento das papilas ruminais € menor desempenho animal.

O indice mitético apresentou resposta linear com o aumento da frequéncia de
alimentacao. Esta variavel pode ser utilizada para expressar a atividade proliferativa
do epitélio ruminal (TAMATE e FEEL, 1977). De acordo com Costa et al. (2008), a
proliferacao celular pode ser afetada pela quantidade de AGCC produzidos. Contudo,
neste caso, a maior quantidade de células em mitose observada nao atribui ao grupo
de animais alimentados trés vezes e quatro vezes ao dia melhores resultados e sim
resultados normais. Os valores encontrados para o grupo de animais alimentados uma
e duas vezes ao dia se mostram menores que o normal, devido a possivel
fermentagdo ruminal excessiva destes grupos, com a chegada de maior aporte de
energia ao rumen de uma vez, proporcionando valores de pH mais baixos e
consequente morte bacteriana, resultando em menor produgcdo de AGCC, menor
desenvolvimento papilar e consequente menor desempenho.

As respostas lineares para células em proliferacdo e o total de células,
juntamente com a resposta linear da quantidade de células em mitose que foram
observadas, corroboraram com os valores encontrados para altura e area das papilas
ruminais dos animais alimentados trés vezes ao dia, que apresentaram maior
desenvolvimento destas. Assim, a medida que aumenta a frequéncia alimentar, ocorre
um maior desenvolvimento das papilas ruminais em area e numero de células. Porém,
o indice de proliferagdo nao apresentou significancia, pois papilas maiores apresentam
aumento tanto no numero de células proliferativas quanto no total de células,
equilibrando a porcentagem de células presentes nas papilas e resultando em indices
de proliferagdo mais estaveis para os diferentes tratamentos.

Tais resultados devem ser atribuidos a ingestdo de massa seca em paralelo

com a conversdo alimentar, pois os tratamentos nao apresentaram diferengas
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significativas para a variavel ingestdo de massa seca. Porém, quando avaliado a
conversao alimentar, a resposta foi linear. Desta forma, quando a quantidade de
alimento é fracionada, o aporte de energia é diminuido em cada trato de forma que a
fermentacdo ruminal é continua e sem oscilagdes bruscas de pH, fazendo com que
haja um equilibrio entre a producdo e absor¢do de AGCC, favorecendo o ambiente
ruminal para que as bactérias tenham maximizagao na producédo microbiana e melhor
fermentacao ruminal.

Com relacao aos indices de proliferacdo e morte celular, ndo houve diferenca
para as diferentes frequéncias de alimentagdo, mostrando a capacidade de auto-
regulacdo do ambiente ruminal pelos ruminantes, causando um equilibrio celular nas
papilas ruminais ao final da terminagao, em que a frequéncia de tratos nao influenciou

nestas variaveis.

CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados neste estudo, a frequéncia de alimentagao
de trés vezes ao dia, proporcionou aos animais maiores valores para area e altura das
papilas ruminais, bem como maior peso de carcaca quente. Por isso, recomenda-se

alimentar bovinos Nelore confinados no minimo trés vezes ao dia.
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