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HISTOLOGIA DAS PAPILAS RUMINAIS DE CORDEIROS
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar dois teores de fibra em detergente neutro (FDN)
na dieta de cordeiros, com a inclusdo ou ndo de narasina. Foram utilizados 44
cordeiros em delineamento experimental de blocos completos casualizados, com
quatro tratamentos e onze repeticdes. O arranjo de tratamentos foi um fatorial 2 x
2, sendo o fator | dietas contendo 20 ou 25% de FDN (na MS) e o fator Il a incluséo
ou ndo de 13 mg de narasina’kg de MS. Os cordeiros foram confinados por um
periodo 112 dias. A pesagem dos animais foi realizada apds jejum alimentar de
14 horas, nos dias 0 e 112 dias, sendo calculado o ganho médio diario (GMD). Ao
fim do periodo de confinamento os animais foram abatidos. Apds a evisceragao
foi realizada a colheita do fluido e epitélio ruminal. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o Proc Mixed do SAS 9.0, e considerado significativo quando
P < 0,05. Dietas contendo 25% de FDN resultaram em aumento no consumo de
matéria seca (CMS) dos cordeiros e redugao na eficiéncia alimentar (EA), sem
alterar o GMD. Nao houve efeito da narasina sobre 0 desempenho dos cordeiros. A
inclusao de 25% de FDN assim como a inclusdo de narasina resultou em aumento
no pH ruminal. A utilizagdo de 25% de FDN resultou em maior nimero de papilas
no epitélio ruminal e reduziu a espessura de queratina. Ja a inclusdo da narasina
aumentou a altura das papilas, a area das papilas, a area absortiva por cm? e reduziu
a espessura de queratina. Em conclusdo, os teores de FDN dietéticos afetam o
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desempenho, o processo de fermentacdo e a morfologia do epitélio ruminal. Por
outro lado, a inclusdo de narasina na dieta apesar de nao alterar o desempenho,
otimizou o processo de fermentacao e alterou positivamente as caracteristicas do
epitélio ruminal de cordeiros.

INTRODUGAO

Desde o inicio da civilizagdo, o homem e os ruminantes dividem uma longa
histéria de produgédo, sendo agora baseada na utilizacdo de novas tecnologias,
principalmente em relagdo aos aspectos nutricionais. O manejo nutricional, seja
utilizando dietas com maior inclusao de concentrado ou volumoso, altera o processo
de fermentacao ruminal, modifica a populagao de microbiana, a motilidade do trato
gastrintestinal e a absorcdo dos nutrientes. Dessa forma, a qualidade, a fonte e o
processamento dos ingredientes utilizados na dieta e a manipulagdo da microbiota
podem resultar em efeitos positivos na produgcédo, uma vez que a fermentagéo
ruminal esta intimamente ligada a eficiéncia produtiva.

A redugéo nos teores de forragem na dieta de cordeiros confinados esta
sendo cada vez mais comum devido a dificuldade de producéao, manejo operacional
e armazenamento adequado de volumoso em determinadas localidades e épocas do
ano. Consequentemente, a redugéo nos teores de fibra em detergente neutro (FDN)
resulta em maior densidade energética das dietas, o que pode refletir positivamente
no desempenho animal, com aumento no ganho de peso e eficiéncia alimentar (EA).
Por outro lado, a redug&o no teor de fibra pode acarretar na ocorréncia de disturbios
metabdlicos, como acidose, que por sua vez pode causar efeitos deletérios a saude
do epitélio ruminal, comprometendo a absorgdo dos produtos da fermentagao
ruminal. Nesse sentido, a inclusdo de teores adequados de fibra na dieta de cordeiros
é de grande importancia afim de conciliar a saide ruminal e 0 desempenho animal.

Uma das maneiras mais estudadas e utilizadas para manipular o processo
de fermentag&o ruminal é pelo uso de aditivos alimentares. O aumento na retengéo
de energia, no ganho de peso, na EA, e a redugdo na ingestao de matéria seca, na
producao de metano e na ocorréncia de disturbios metabdlicos sédo algumas das
consequéncias do uso de aditivos em dietas de ruminantes (Tedeschi, 2003; Duffield
etal., 2012; Gonzalez et al., 2012). Em dietas contendo elevado teor de concentrado,
principalmente quando o milho é o principal ingrediente energético, a utilizacdo de
aditivos alimentares é de grande importancia para otimizar os processos positivos
(producdo de propionato) e minimizar a ocorréncia dos processos negativos
(metanogénese).

Nesse sentido é de grande interesse o amplo entendimento sobre os efeitos
da manipulagao da dieta, como teores de inclusdo de fibra e utilizacdo de aditivos
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alimentares, sobre os processos fisiolégicos dos ruminantes, como 0s processos
de fermentacdo, o desenvolvimento do epitélio ruminal, e consequentemente, os
efeitos sobre 0 desempenho animal.

CARACTERIZAGAO DO EPITELIO RUMINAL

Aonascerem,osruminantesapresentamoreticulo-rimenpoucodesenvolvido
e nao funcional, representando 30% do total dos quatro compartimentos (rumen,
reticulo, omaso e abomaso). As principais mudancas em termos de desenvolvimento
vao ocorrer no reticulo-rimen, o qual sera colonizado por diferentes tipos de
microrganismos e terd sua musculatura e parede interna (papilas) desenvolvida. O
desenvolvimento ruminal envolve o aumento de volume e musculatura do érgéo, a
capacidade de ruminacgéo, o desenvolvimento de popula¢cdées microbianas capazes
de degradar os carboidratos ingeridos, produzindo &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC), consequentemente, aumentando a capacidade absortiva (Khan et al.,
2008).

Com o desenvolvimento do rumen, as propor¢des relativas dos
compartimentos do trato digestdrio anterior se alteram, assemelhando-se a anatomia
de um animal adulto. Esse desenvolvimento se deve a uma sucessao de fatores;
como a disponibilidade de agua e principalmente a presenc¢a de alimentos sélidos
no rumen, permitindo que haja colonizagcdo por microrganismos, promovendo o
aumento da capacidade absortiva do epitélio ruminal, através do desenvolvimento
de papilas saudaveis (Quigley, 1996).

Dietas contendo diferentes proporcdes de forragens e concentrado
resultam em alteracdes marcantes no rumen-reticulo e omaso. O desenvolvimento
anatémico (volume ruminal) é conseguido com a presenca de alimentos grosseiros
(volumosos), apesar de nao afetar o desenvolvimento de papilas. Ja a capacidade
absortiva (epitélio absortivo), que inclui tanto o desenvolvimento de papilas quanto
a capacidade de metabolizar produtos finais da fermentagéo, estd associado a
presenca de AGCC provenientes da fermentagéo dos alimentos com alto teor de
amido (Bittar e Ferreira, 2011). Muitos fatores, como a natureza dos ingredientes
sélidos oferecidos e a quantidade ingerida, podem afetar o desenvolvimento
ruminal induzindo um estabelecimento precoce do ecossistema microbiano
(Baldwin et al., 2004), aumentando os produtos de fermentagdo ruminal, como
AGCC, e desencadeando o desenvolvimento do epitélio ruminal, proporcionando
maior area de troca entre o conteddo ruminal e a corrente sanguinea, permitindo
com que o ruminante seja capaz ndo s6 de fermentar os alimentos sélidos como
também utiliza-los como fonte de energia, que sera utilizada para manutengéo e
crescimento. Dietas que promovem a produgédo de AGCC, especialmente o butirico
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e o propidnico, estimulam o desenvolvimento do epitélio ruminal e aceleram a
maturagao deste drgao (Bittar et al., 2002). O epitélio ruminal é do tipo estratificado
pavimentoso queratinizado formado por quatro camadas de celular distintas: basal,
espinhosa, granulosa e cérnea ou queratinizada (Lavker et al., 1969). A proliferagao
desse tipo de epitélio ocorre a partir da camada basal, onde as células entram em
divisdo mitética conforme a necessidade de suprimento celular do epitélio. Estas,
por sua vez, sofrem diferenciagdo e migram para as demais camadas do epitélio
até alcangar a camada cérnea e descamar para dentro do lumen ruminal (Lavker e
Matoltsy, 1970).

O tamanho e o formato das papilas sdo completamente dinamicos, sujeitos
as mudancas da dieta (Cunninghan, 1992) e séo responsaveis pelo aumento da area
absortiva, pois a maior parte da absor¢cao de AGCC e outros metabdlitos ocorrem
em nivel de papilas ruminais, sendo que os AGCC servem como estimuladores
do desenvolvimento das papilas (Cunninghan, 1992). Com isso, pode-se explicar o
fato de que em areas de maior absorgcao, ha um maior desenvolvimento de papilas
ruminais.

Sakata et al. (1980) descreveram que 0 rumen se adapta ao aumento da
ingestao de ragdes contendo elevada energia através da hiperplasia das células
epiteliais, e que os AGCC, provenientes da fermentacdo ruminal, estimularam
a mitose do epitélio ruminal em carneiros. No entanto, em estudos in vitro, os
autores identificaram que a proliferagéo celular foi inibida, provavelmente devido a
auséncia de insulina, que parece ser o0 mediador da proliferagao in vivo. Resende
Junior et al. (2006), concluiram que o aumento do indice mitético, reflete em maior
desenvolvimento de papilas e consequentemente uma maior area de absorgao.
Além disso, as papilas devem se desenvolver com auséncia de les6es e ruminite.
As dietas contendo elevado teor de concentrado geralmente favorecem as bactérias
fermentadoras de amido no rimen e tendem a resultar em maiores propor¢coes
molares de butirato e propionato (Schwartzkopf-Genswein et al., 2003). Em contraste,
a ingestédo de forragem promove o crescimento microbiano celulolitico e resulta em
maiores proporgdes molares de acetato no rimen (Zitnan et al., 1998).

A fonte de amido, o teor de inclusédo na dieta, a quantidade de amido ingerido,
o tamanho do granulo de amido (1 a 38 um), o formato (lenticular, poliedro ou
esférico) e a interagdes entre amilose e compostos superficiais podem alterar a taxa
de digestdo enzimatica dos cereais, consequentemente afetando a concentragao
de AGCC produzidos durante a fermentagéo ruminal. O processamento de graos
(por exemplo: laminacgao a vapor, laminacao a seco e trituragcdo) podem quebrar o
pericarpo do grao, romper a matriz proteica e aumentar a area de superficie para
acao enzimatica, aumentando a taxa de fermenta¢do (Huntington, 1997), com
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provavel redugéo no pH ruminal (Lesmeister e Heinrichs, 2004).

Quando o suprimento de carboidratos nédo fibrosos é aumentado
abruptamente, os AGCC produzidos pelos microrganismos no rimen e a proporgao
de acido latico, aumentam como resultado da maior taxa de fermentacéo. O lactato
néo esta geralmente presente no rumen em altas concentragdes, no entanto, quando
0 rumen é abruptamente suprido com elevadas quantidades de carboidratos nao
fibrosos, o acumulo de acido latico ocorrera (Owens et al., 1998). O lactato apresenta
maior pKa (constante de dissocia¢édo) e, assim sendo, possui maior capacidade de
reduzir o pH ruminal que AGCC (acetato, propionato e butirato; Dawson et al., 1997).
Dessa forma, embora o uso de concentrados estimule de forma mais acentuada o
desenvolvimento do tecido epitelial, 0 acumulo de produtos finais de fermentagao
ruminal, por sua vez, aumenta a osmolalidade, causando a queda acentuada do
pH ruminal e a morte de certas bactérias, podendo comprometer a ingestao e,
por fim, o desempenho dos animais (Carter e Grovum, 1990). Como resultado, o
desenvolvimento da mucosa ruminal é afetado positivamente pelas concentragdes
de AGCC no rumen, mas negativamente pelas concentracdes de lactato ruminal,
incluindo outros efeitos negativos como a agregacgéo de papilas, acidose, ruminite e
paraqueratose do epitélio ruminal (Kay et al., 1969; Castells et al., 2013).

Geralmente, o pH do fluido ruminal é influenciado pela taxa de fermentagao
e absorcdao do AGCC, que, por sua vez, sao afetadas pela taxa de passagem da
digesta e pela capacidade de tamponamento do contetddo ruminal (Williams et al.,
1987). O pH baixo tem implicagbes importantes para a composi¢cao da populagao
microbiana, resultando frequentemente em mudanga populacional indesejada e
digestao ineficiente de alimentos (Penner e Oba, 2009). Consequentemente, o pH
baixo também diminui a motilidade ruminal (Krause e Oetzel, 2006) e aumenta a
queratinizacdo das papilas (Bull et al., 1965), resultando em diminuicdo do fluxo
sanguineo para a mucosa ruminal e redugédo da absor¢gdo de AGCC (Hinders e
Owen, 1965), podendo causar, em situagdes extremas, danos permanentes
na parede do rumen. A inclusdo de forragem ou de materiais fibrosos que nao
fermentem rapidamente (por exemplo, cascas de soja) pode ser benéfica no aumento
e estabilizagdo do pH no rumen. A fibra dietética tamponiza o trato gastrointestinal
através do efeito estimulador na ruminagéo e salivacao (McBurney et al., 1983). Por
esta razao, o estudo da histologia do epitélio ruminal, bem como sua capacidade
de absorcao, tende a auxiliar no esclarecimento de disturbios metabdlicos, como a
acidose, decorrentes do fornecimento de dietas de alta energia.

TEOR DE FDN EM DIETAS PARA CORDEIROS
O confinamento é utilizado como umas das principais estratégias para
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intensificar a terminagcéo de cordeiros que serdo destinados a produc¢ao de carne.

Este tipo de criacdo permite producao mais eficiente, sendo uma vantagem
desse sistema o crescimento rapido dos animais quando comparados a criagdo em
pastagem (Notter et al., 1991), uma vez que animais confinados e alimentados com
dieta contendo elevado teor de concentrado se desenvolvem e atingem o peso de
abate mais rapidamente, encurtando assim o ciclo de producéo.

No entanto, o consumo minimo de fibra pelo animal deve ser levado em
consideragdo na formulacdo da dieta, para que a saude do ruminal ndo seja
prejudicada. O aumento da concentragdo de carboidratos ndo fibrosos na dieta,
que sao rapidamente fermentados no rimen, associados a baixa quantidade de
fibra fisicamente efetiva, podem reduzir o pH ruminal e a digestédo da fragéo fibrosa,
comprometendo a saude ruminal e, consequentemente, prejudicando o desempenho
do animal.

A utilizagdo de dietas com maiores inclusdes de volumoso podem levar a
uma regulagéo fisica do consumo devido ao efeito fisico de enchimento provocado
pelo teor de fibra (Mertens, 1997), desta maneira, pode afetar negativamente o
consumo de nutrientes e o0 desempenho animal. Geralmente, cordeiros alimentados
com dietas contendo elevado teor de volumoso apresentam baixo ganho médio
diario (GMD), sendo relatado ganhos abaixo de 100 g/animal/dia (Poli et al.,
2008). Portanto, estudos que avaliem a eficiéncia do uso de diferentes relagbes
volumoso:concentrado poderdao contribuir com a busca da eficiéncia produtiva e
econdmica da terminagao de cordeiros em confinamento.

Alguns sistemas nutricionais utilizados para formulagdo de dietas de
pequenos ruminantes estabelecem requisitos minimos para os teores de FDN (20
e 24,5%), sendo que abaixo do valor de 20% a fermentagdo e os microrganismos
seriam prejudicados, assim como, a sintese de proteina microbiana. Kozloski et
al. (2006) ao avaliar dietas com diferentes niveis de FDN na dieta para cordeiros
confinados (20% e 40%) nao encontraram efeito da dieta sobre o pH ruminal.
Gallo et al. (2019) ao avaliar dietas contendo 15, 20 e 25% de FDN para cordeiros
em confinamento também nao encontraram efeito da dieta sobre o pH ruminal e
a concentragdo de AGCC. Além disso, os autores observaram que a inclusao de
25% de FDN aumentou o consumo de matéria seca (CMS), entretanto, ndo houve
efeito sobre o GMD e peso final dos cordeiros apds 50 dias de confinamento. Estes
estudos mostram que dietas com 15% de FDN nao resultam em efeitos prejudiciais
ao processo de fermentacao ruminal. Com isso, o possivel aumento na quantidade
de concentrado na dieta e diminuigcao nos teores de FDN poderiam trazer beneficios
na producao de cordeiros. Entretanto, é importante ressaltar que existem poucos
trabalhos avaliando os efeitos dos teores de FDN em dietas contendo elevado teor
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de concentrado sobre a morfologia e a histologia do epitélio ruminal.

NARASINA NA NUTRIQAO DE OVINOS

A narasina é um antibiético ionéforo de classe ndo compartilhada, produzida
pelas bactérias Streptomyces aureofaciens (Berg e Hamill, 1978), com capacidade
de alterar os gradientes iGnicos e potenciais elétricos nas membranas celulares,
prejudicando as fungbes e o metabolismo de células microbianas. Assim como
outros iondforos (monensina, lasalocida e salinomicina), a narasina é eficaz no
controle da populacédo de bactérias Gram-positivas, resultando em maior proporgcéao
molar de propionato, redu¢éo no acetato e, consequentemente, redu¢éo na relagao
acetato:propionato, além de aumentar a concentracdo total de AGCC no fluido
ruminal (Polizel et al., 2018), o que resulta em ganhos energéticos no processo de
fermentacéo. Nagaraja et al. (1987) demonstraram que baixas doses de inclusédo de
narasina resultaram em aumento na concentracao de propionato quando comparado
amonensina e lasalocida, além de apresentar maior capacidade de inibir a produgao
de &cido latico quando comparados a outros aditivos ionéforos e nao iondforos. A
narasina possui capacidade coccidiostatica, caracteristica muito importante quando
se trata de nutricao de animais jovens, por serem mais susceptiveis a ocorréncia de
coccidiose.

Pesquisas avaliando a utilizacdo de narasina para ovinos ainda séo
escassas, entretanto, os dados existentes na literatura mostram que a molécula
possui grande potencial para uso nos mais diferentes estagios produtivos, como
lactacao, recria e terminagao. A comecar pelos efeitos da molécula sobre o processo
de fermentacdo e digestibilidade dos nutrientes, trabalhos tém demonstrado que
a inclusdo de narasina aumentou a concentracdo ruminal de AGCC (Polizel et
al.,, 2016a) e a digestibilidade aparente da FDN (Polizel et al., 2016b) em ovinos
alimentados com dietas contendo elevado teor de volumoso de baixa qualidade
(8,8% de PB). Por outro lado, Oliveira (2018) relatou que em dietas contendo elevado
teor de forragem de alta qualidade (16% de PB) a inclusdo de narasina além de
aumentar a concentragao total de AGCC no fluido ruminal, aumentou a proporgao
molar de propionato e reduziu a relacdo acetato:propionato. Em relacdo a dietas
contendo elevado teor de concentrado (90% na MS) para cordeiros confinados, a
inclusdo de narasina aumentou a propor¢dao molar de propionato e reduziu a relagcédo
acetato:propionato de maneira similar a monensina (Polizel et al., 2016¢). Além
disso, a narasina aumentou a digestibilidade da MS, matéria orgéanica, PB, extrato
etéreo e carboidratos nao fibrosos (Polizel, 2017). Esses resultados demonstram
que a narasina possui a capacidade de manipular os processos de fermentacdo no
ambiente ruminal e alterar a digestibilidade dos nutrientes no trato gastrintestinal.
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A nutricdo das matrizes e dos cordeiros durante a fase de cria (periodo de
lactacdo) € de grande importancia para o sucesso da ovinocultura, uma vez que
define o potencial de crescimento dos cordeiros na fase inicial de desenvolvimento.

Dois trabalhos avaliaram os efeitos da inclusédo de narasina (13 mg/kg de
MS) em dietas para ovelhas durante o periodo de lactagdo. Martins et al. (2018)
relataram que a inclusdo de narasina nédo afetou o CMS das ovelhas e aumentou
em 22,2% na produgao de leite. Além disso, os autores observaram que a narasina
néo afetou a porcentagem de gordura, lactose e soélidos totais do leite, entretanto,
a narasina reduziu o teor de proteina do leite. Sardinha et al. (2018) também
relataram que a inclusao de narasina nao afetou o CMS e o aumento na produgao
de leite foi de 24,5%. Além disso, os autores relataram aumento na produgédo de
gordura, proteina, lactose e sdlidos totais. Nesse sentido, manejos nutricionais
que aumentem a producéo de leite da ovelha resultam em maior disponibilidade
de nutrientes para os cordeiros, 0 que pode tornar o sistema produtivo mais viavel
por melhorar importantes indices zootécnicos, como a taxa de desmame e 0 peso
corporal ao desmame.

Em muitos sistemas de criacdo a terminagdo de cordeiros é realizado
em confinamento, com dietas contendo elevado teor de concentrado, tendo como
principal ingrediente energético o milho moido. A utilizagéo de aditivos alimentares
que modulem o processo de fermentacdo e aumente a retencao de energia por parte
dos animais é de grande interesse para aumentar a economicidade do sistema.
Polizel et al. (2016d) observaram que a incluséo de 5, 10 e 15 mg de narasina/kg de
MS em dietas contendo 90% de concentrado resultou em aumento linear no GMD,
EA e peso final dos cordeiros ao final dos 56 dias de confinamento. Além disso,
0s autores observaram que os cordeiros alimentados com narasina apresentaram
desempenho superior quando comparado aos cordeiros alimentados com dietas
contendo monensina (25 mg/kg de MS).

A nutricdo de animais de reposi¢ao durante a fase de recria geralmente é
realizada em pastagem, ou seja, dietas contendo elevado teor de fibra. Altera¢des no
processo de fermentagado que otimizem a digestéao da fragao fibrosa podem resultar
em ganhos produtivos, por isso, a utilizacdo de aditivos pode ser uma das maneiras
de otimizar fase de recria. Oliveira et al. (2018) avaliaram a inclusédo de narasina (13
mg/kg de MS) e a frequéncia de fornecimento (diario, a cada dois dias ou a cada
trés dias) sobre o desempenho de cordeiros (as) alimentados com dietas contendo
95% de volumoso (11,2% de PB). Os autores relataram que o fornecimento diario
de narasina ou a cada dois dias nao afetou o CMS, entretanto, aumentou o GMD e
a EA dos cordeiros (as), resultando em animais mais pesados ao final do periodo
experimental (105 d).



Os resultados apresentados demonstram que a narasina € um aditivo com
grande potencial de utilizagao para otimizar a producao de ovinos nas mais diferentes
fases de criagdo. Entretanto, ainda existem margens para novas pesquisas sobre
0 uso da molécula, como, por exemplo, os efeitos sobre a producao de metano,
caracteristicas de carcaga, composicao da carne e desenvolvimento do epitélio
ruminal.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido nas instalagbes do Sistema Intensivo de
Producgéo de Ovinos e Caprinos (SIPOC) do Departamento de Zootecnia da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” Universidade de Sao Paulo, localizada na
cidade de Piracicaba - SP- Brasil.

Foram utilizados 44 cordeiros machos nao castrados, confinados em
sistema de tie stall, ao abrigo de chuva e luz solar direta, com piso ripado, providos
de bebedouro e cocho para fornecimento de racdo e sal mineral.

O delineamento experimental foi de blocos completos casualizados, com
quatro tratamentos e onze repeti¢cdes, em arranjo fatorial 2 x 2, sendo o fator | dietas
contendo 20 ou 25% de FDN (na MS) e o fator Il a incluséao ou ndo de 13 mg de
narasina/kg de MS. Desta maneira, os tratamentos experimentais foram: I: dieta com
20% de FDN sem inclusao de narasina; Il: 20% de FDN com a inclusdo de 13 mg de
narasina/kg de MS; llI: dieta com 25% de FDN sem inclusdo de narasina e 1V: 25%
de FDN com a inclusé@o de 13 mg de narasina/kg de MS.

Os animais foram agrupados por idade e grupo genético e os blocos
definidos pelo peso no inicio do experimento. O experimento teve duragao de 112
dias. Os cordeiros foram pesados apés jejum alimentar de 14 horas, nos dias 0 e
112 dias, sendo calculado o GMD do periodo total.

As dietas experimentais foram formuladas através do programa “Small Ruminant
Nutrition System 6.0” (Tabela 1). A composi¢ao quimica das dietas esta descrita na
Tabela 1.

O feno foi moido utilizando triturador (Nogueira® DPM — 4, Itapira, Sao Paulo,
Brasil), provido de peneira com crivos de 10 mm. Posteriormente foram misturados o
farelo de soja, milho, feno, ureia, calcario, cloreto de amdnio e mistura mineral. Apds
a adicao ou ndo da narasina (Zimprova, Elanco Animal Health, Sao Paulo, Brasil),
a racdo foi homogeneizada utilizando-se misturador horizontal com capacidade de
500 kg (Lucato®, Limeira, Sdo Paulo, Brasil) durante 10 minutos. A cada batida de
racao uma amostra foi colhida e conservada a -18°C para posterior analise.

As dietas experimentais foram fornecidas ad libitum, permitindo sobra entre
5 e 10% em relagédo ao ofertado. As sobras foram recolhidas e pesadas a cada 14

179



dias, para determinagédo do CMS. A EA foi calculada com base no GMD e CMS. As
sobras foram compostas por tratamento, amostradas (10%) e armazenadas a -18°C.
Foram realizadas analises bromatoldgicas das amostras de oferta e sobra, sendo os
procedimentos adotados de acordo com AOAC (1990) e Van Soest et al. (1991). As
andlises foram realizadas no Laboratério de Nutricdo e Reproducao Animal (LNRA),
do Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP, Piracicaba /SP.

Tabela 1. Propor¢do e composicdo quimica dos ingredientes das dietas experimentais
(% na MS).

Dietas
Item 20FDN 25FDN
N0 N13 N0 NI13
Ingredientes
Feno Brachiaria 10.0 10.0 20,0 20,0
Milho moido 732 73.2 63.7 63.7
Farelo de soja 13.0 13.0 12,5 12,5
Ureia 0.60 0.60 0.60 0.6
Cloreto de amonia 0.50 0.50 0.30 0.50
Calcdrio 1.20 1.20 1.20 1.20
Sal mineral 1.50 1.50 1.30 1.50
WNarasina, mg/kg de MS 0.00 13.0 0.00 13.0
Composicio quimica
MS, % na MN 884 86.8 884 87.8
MO 93.6 93.8 933 92.8
PB 17.5 17.2 17,6 17.1
FDN 200 200 250 250
FDA 8.0 8.0 11,0 10,0

20FDN-= dieta contendo 20% de FDN na MS; 25FDN = dieta contendo 25% de FDN
na MS; NO = dieta sem a incluséo de narasina; N13 = inclusdo de 13 mg de narasina/
kg de MS. MS = matéria seca, MN = matéria natural; MO = matéria orgénica, PB =
proteina bruta, FDN = fibra insoluvel em detergente neutro, FDA = fibra insoluvel em
detergente &cido.



Ao final de 112 dias de confinamento os animais foram abatidos. Apds
a evisceragdo, o rumen foi separado e seccionado para a colheita do fluido. O
conteudo amostrado foi filtrado em tecido de nylon de 150 microns para obtencéo
de aproximadamente 100 mL de liquido ruminal, sendo entao feita a determinagao
do pH em pHmetro digital (DIGIMED DM20).

Para determinacao de AGCC foram pipetados 1,6 mL de liquido ruminal, 0,4
mL de solugédo metafosforica 3:1 a 25% com 98-100% de acido férmico e 0,2 mL de
solugéo de acido etil butirico (100 mM). As amostras foram centrifugadas a 15.000
g por 60 minutos a 4°C. Posteriormente, o extrato sobrenadante (+ 1,2 mL) de
cada amostra foi transferido para o vial cromatografico. A partir deste extrato, foram
injetados automaticamente pelo sistema injetora, 1 uL em cromatégrafo a gas (CG
HP 7890A; Injetor HP 7683B, tecnologias agilent) equipado com coluna capilar HP-
FFAP (1909-112; 25M; 0,32 MM; 0,5 |, JeW Agilent Technologies). O gas de arraste
utilizado foi H2, mantido em fluxo de 31,35 mil/min. A temperatura do detector de
injector foi de 260° C. O tempo total de analise cromatografica foi de 16,5 minutos,
dividido em trés rampas de aquecimento: 80 ° C (1 min), 120°C (20°C/3min) e 205°C
(10°C/min, 2 min). A concentragdo de AGCC (mM) foi determinada com base em
uma curva de calibragdo externa previamente estabelecida.

Apos a colheita do conteddo ruminal, foi realizada a remogéao do excesso
de tecido conjuntivo circundante, o esvaziamento do conteudo e a lavagem do
compartimento. Posteriormente, um fragmento de 5 cm? de epitélio foi colhido do
saco cranial do rumen.

As amostras do rumen de cada animal foram imediatamente colocadas

em um recipiente contendo uma solugéo de alcool 70% previamente separadas e
identificadas e posteriormente refrigeradas por cerca de 24 horas para a realizagao
das mensuragdes morfoldgicas macroscopicas da parede do rumen.
Foi cortado um quadrado de 1 cm2 do fragmento, coletado do saco cranial do rimen,
onde foram obtidos o nimero médio de papilas por cm? da parede (NMP), area
média de papilas por cm2 (AMP), area total de superficie absortiva por cm? de parede
(ASA) e a representatividade das papilas na superficie absortiva em (%; RPSA).

O numero médio de papilas por cm? foi a quantidade de papilas inseridas
em cada fragmento contada manualmente por 3 avaliadores, onde o valor final
foi a média das 3 contagens. A area média das papilas foi mensurada através da
digitalizacdo das imagens das papilas por meio do programa na analise de imagens
UTHSCSA Image Tool, em que cada fragmento foi analisado a area de 12 papilas
retiradas aleatoriamente da base do fragmento. A AMP sera determinada pela média
da area das 12 papilas.

Os fragmentos colhidos foram removidos do alcool 70% e submetidos a
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analise histolégica segundo metodologia descrita por Odongo et al. (2006).

Para analise histoldgica foi utilizado o programa Analisador Imagens Leica
Qwin, contido no microscépio eletrdnico de luz Leica. Foram analisadas altura,
largura, area de papilas e espessura de epitélio queratinizado. As variaveis foram
mensuradas em 10% do total das papilas obtidas na morfologia, sendo utilizado a
média dessas observacgdes para analise dos dados.

A altura da papila foi definida como sendo uma linha reta tragada da base
ao apice da papila. Para a mensuragao da largura e espessura de queratina foram
tracadas retas em quatro lugares distintos da papila e a média sera considerada.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Procedimento MIXED do SAS
(2002). Todos os dados foram analisados quanto a normalidade dos residuos pelo
teste de Shapiro Wilk, homogeneidade das variancias através do teste de Levene e
retirada dos outliers com base no valor do r de student.

Para andlise dos dados foram considerados como efeito fixo o teor de
FDN das dietas, a inclusdao de narasina e a interagédo entre os fatores. O bloco foi
adicionado no modelo como efeito aleatorio. Para todas as variaveis respostas as
médias foram obtidas através do comando LSMEANS. Durante a interpretacao e
discusséao dos resultados foi adotado como efeito significativo quando P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interagcéo entre teores de FDN na dieta e a inclusdo de narasina
para as variaveis relacionadas ao desempenho dos cordeiros (Tabela 2). Os teores
de FDN nas dietas ndo afetaram o GMD (P = 0,27), resultando em mesmo peso
ao final do periodo experimental (P = 0,33). Entretanto, dieta contendo 25% de
FDN resultou em aumento no CMS dos cordeiros (P = 0,04) e, consequentemente,
reduziu a EA (P < 0,01) quando comparado a dieta com 20% de FDN. A inclusdo de
13 mg de narasina/kg de MS néao afetou as variaveis relacionadas ao desempenho
dos cordeiros (P > 0,33).

O consumo de alimento, é regulado e limitado tanto pelas exigéncias
metabdlicas como fisiolégicas dos animais (Van Soest, 1994). O maior CMS pelos
cordeiros alimentados com dietas contendo 25% de FDN pode ter sido influenciado
pelo menor nivel de energia na dieta, visto que o aumento na inclusdo de feno ocorreu
em decorréncia da reducao na inclusdo do milho (diminuigcdo de aproximadamente
13%). Turino et al. (2007) observaram aumento no CMS conforme o aumento na
incluséo de fibra na dieta e afirmaram que isso ocorre devido ao efeito de diluicao da
energia da dieta. Essa compensagédo no CMS pode acontecer desde que nao haja
limitagao fisica para o consumo (Mertens et al., 1994).

Além disso, a maior inclusdo de fibra torna a dieta mais segura do ponto de
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vista de fermentacao ruminal, pois ha maior estimulo para o processo de ruminagao,
resultando em maior salivagdo e, consequentemente, elevacdo do pH ruminal
(Mendes et al., 2010).

Avaliando o efeito da narasina sobre o desempenho de cordeiros, Polizel et
al. (2016d) utilizando concentracdes crescentes de narasina (5, 10 e 15 mg/kg de
MS), controle (sem iondforo) e 25 mg de monensina’kg de MS em dietas contendo
elevado teor de concentrado, concluiram que a narasina aumentou linearmente o
GMD, peso corporal final e a EA dos cordeiros. Além disso, a narasina apresentou
resultados superiores quando comparado a monensina. Entretanto, no presente
estudo, nédo foi observado o efeito da narasina sobre as variaveis relacionadas a
desempenho.

Tabela 2. Desempenho de cordeiros alimentados com dietas contendo diferentes
teores de FDN com a inclusdo ou nao de narasina.

Dietas! Valor de P?

I[tem 20FDN 25FDN EPM

F N FxN

NO N13 NO N13

Peso, kg
Inicial 2425 24,15 24,17 24.26 1,06 093 097 066
Final 3145 31,33 5017 30.33 1,57 033 099 0091
GMD, kg 0,243 0,244 0.232 0,233 0.01 027 091 0.97
CMS, kg/d 1.099 1.052 1.146 1.139 0.04 0.04 041 0.54
EA 0,221 0,231 0.203 0,206 0,01 =001 033 0,63

120FDN = dieta contendo 20% de FDN na MS; 25FDN = dieta contendo 25% de
FDN na MS; NO = dieta sem a inclusdo de narasina; N13 = inclusdo de 13 mg de
narasina/kg de MS.

2F = efeito dos teores de FDN; N = efeito da inclusdo da narasina; FxN = efeito da
interacé@o entre teores de FDN e inclusdo de narasina

Houve interacdo entre teor de FDN da dieta e a inclusdo de narasina
para a proporgcao molar de propionato (P = 0,02), isovalerato (P = 0,01) e relagéo
acetato:propionato (P < 0,01). A inclusdo de narasina aumentou o propionato em
dietas contendo 25% de FDN, entretanto, ndo houve efeito da narasina em dietas
contendo 20% de FDN. Consequentemente, a utilizacdo de 13 mg de narasina
reduziu a relacdo acetato:propionato nas dietas contendo maior teor de FDN,
entretanto, nao foi observado efeito nas dietas contendo 20% de FDN. Além disso, a

183



inclusdo de narasina reduziu a propor¢cao molar de isovalerato em dietas com 25%
de FDN, néo havendo efeito nas dietas contendo 20% de FDN (Tabela 3).

As dietas contendo 20% de FDN apresentaram menor propor¢cdo molar de
acetato (P < 0,01), isobutirato (P = 0,01) e menor pH ruminal (P = 0,04), entretanto,
aumentaram a proporcao molar de valerato (P = 0,01) em relagdo a 25FDN. Nao
houve efeito dos teores de FDN sobre as demais variaveis (Tabela 3).

A inclusdo de narasina reduziu a propor¢cao de acetato (P < 0,01), ndo
sendo observado efeito nos demais AGCC. Além disso, a narasina aumentou a
concentracao total de AGCC (P < 0,01) e o pH ruminal (P = 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros de fermentagao ruminal de cordeiros alimentados com dietas
contendo diferentes teores de FDN com a inclusdo ou nao de narasina.
Dietas! Valor de P2
Item HFDN 25FDN EPM
NO N13 NO N13

F N FxN

AGCC, mM/100mM

Acetato 5054 4583 6059 4940 179 =001 =001 007
Propionato 3403 3770 2535 3714 175 001 =001 002
Isobutirato 071 0,80 126 090 0,13 0,01 0,29 0,09
Butirato 803 1106 831 882 132 046 018 0,34
Isovalerato 094 120 284 1352 0.29 =001 0.06 0.01
WValerato 411 304 174 222 0535 001 0.58 0.16
Acetatopropionato 1.54 1.26 257 1.42 0,14 =001 =001 =001
Total, mM 87.3 1145 750 1162 862 020 <001 0.15

pH 6.11 640 641 657 0.11 0.04 005 0.57

120FDN = dieta contendo 20% de FDN na MS; 25FDN = dieta contendo 25% de
FDN na MS; NO = dieta sem a inclusédo de narasina; N13 = inclusdo de 13 mg de
narasina/kg de MS.

2F = efeito dos teores de FDN; N = efeito da inclusdo da narasina; FxN = efeito da
interacao entre teores de FDN e inclusdo de narasina

O aumento da proporgéo de acetato e da relagao acetato:propionato com
o aumento no teor de FDN na dieta ocorre uma vez que as bactérias fibroliticas
produzem mais acetato, enquanto as amiloliticas tendem produzir mais propionato
(Blaxter, 1962). Em geral, quando se diminui a proporgéo volumoso:concentrado,
também diminui a relagédo acetato:propionato no fluido ruminal (Annison e Armstrong,
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1970).

Assim como no presente estudo, Fuller e Johnson (1981) também relataram
diminuicdo na relacdo acetato:propionato com a adicdo de iondforos em dietas
com alto teor de concentrado. Os iondforos (monensina, lasalocida, salinomicina
e narasina) sdo moléculas lipofilicas que atuam sobre a membrana de bactérias
(Pressman, 1976) reduzindo a atividade e a populagao de bactérias Gram-positivas
(McGuffey et al., 2001), protozoarios e inibindo fungos (Bergen e Bates, 1984). O
efeito gerado pelo uso destes iondforos é a alteracdo no processo de fermentagéo
ruminal, sendo relatado o aumento na produgcédo de propionato, queda no butirato
(Ellis et al., 2012), diminuigcdo na populagao das bactérias produtoras de lactato,
aumento na estabilidade do pH ruminal (Coe et al., 1999) e diminui¢cdo na produgao
de metano (Russel e Strobel, 1989).

Acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) (isobutirico, isovalérico) sdo
compostos essenciais para 0s microorganismos que degradam a fibra e também
para aqueles que degradam carboidratos nao fibrosos (Bryant, 1995). No presente
estudo, o aumento nas proporcdes do isovalérico e isobutirico nas dietas com
maiores teores de FDN pode ser um indicativo de aumento da eficiéncia das bactérias
fibroliticas na degradacao da fibra. Cline et al. (1966) observaram o aumento na
digestao da celulose em carneiros que receberam AGCR.

Alguns trabalhos tém demonstrado a capacidade da narasina em aumentar
a concentracao total de AGCC no fluido ruminal em animais alimentados com dietas
contendo elevado teor de volumo (Polizel et al., 2016a; Polizel et al., 2018; Miszura
et al.,, 2018). Esse efeito pode ser associado a maior eficiéncia do processo de
fermentacao dos carboidratos da dieta. Pelo nosso conhecimento, o presente estudo
foi um dos primeiros a relatar aumento nos AGCC totais em dietas contendo elevado
teor de concentrado.

Dietas contendo elevado teor de amido resultam em maior taxa de
fermentagédo fazendo com que ocorra queda no pH ruminal, favorecendo o
desenvolvimento de bactérias produtoras de acido latico, resultando em aumento
na concentragédo de &cido latico no ambiente ruminal (Owens et al., 1998). O lactato
apresenta maior capacidade de acidificacdo do meio quando comparado com o0s
AGCC comumente produzidos no rimen, promovendo assim maior efeito na redugéo
do pH ruminal (Dawson et al., 1997). Nesse sentido, o aumento na quantidade de
carboidratos fibrosos, que estimulem a ruminacdo, resulta em elevacdo no pH
ruminal, minimizando os riscos de ocorréncia de acidose (Owens et al., 1998). No
presente estudo foi possivel observar que o aumento nos teores de FDN resultou
em elevacdo no pH ruminal. Além disso, a inclusdo de narasina também resultou
em alteracdes no processo fermentativo e, consequente, aumento no pH do fluido
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ruminal. Quando adicionados a dieta, os iondéforos diminuem a populacdo das
bactérias produtoras de lactato e aumentam a estabilidade do pH ruminal (Coe
et al., 1999). Nagaraja et al. (1987) observaram que a narasina foi mais eficaz na
inibicdo da produgéo de acido latico em relagdo a monensina e lasalocida. Deste
modo, a narasina se torna uma importante alternativa na nutricdo de ruminantes
quando se tem como objetivo o controle da microbiota ruminal e manipulagéo da
fermentagcéo ruminal

Nao houve interacdo entre teores de FDN da dieta e a inclusdo de narasina
sobre as variaveis relacionadas a morfologia e histologia das papilas ruminais dos
cordeiros (Tabela 4). A utilizacao de dietas contendo 25% de FDN resultou em maior
numero de papilas no epitélio ruminal por cm2 (P = 0,04) e reduziu a espessura de
queratina (P = 0,05). Nao houve efeito do teor de FDN sobre as demais variaveis
analisadas.

Tabela 4. Morfologia e histologia das papilas ruminais de cordeiros alimentados com
dietas contendo diferentes teores de FDN com a inclusé&o ou ndo de narasina.

Dietas! Valor de P2

Item 20FDN 25FDN EPM

F N F=N

NO N13 NO N13

N® de papilas/em? 6063 6397 6631 7066 28 004 019 086
Altura de papila, mm 2,13 293 2,17 244 026 039 004 031
Largura de papila, mm 043 0.40 0.39 041 002 039 066 0,12
Area de papila, mm? 0.92 1.26 0.92 1,02 0,10 022 004 024
Espessura de queratina, um 2125 1898 1934 1822 063 005 002 039
Area absortiva, cm?/cm? 2,03 2,50 2,10 230 016 069 004 041
Area papila, % da AB? 3334 6346 5626 6116 220 080 0,02 0535

120FDN = dieta contendo 20% de FDN na MS; 25FDN = dieta contendo 25% de
FDN na MS; NO = dieta sem a inclusdo de narasina; N13 = inclusdo de 13 mg de
narasina/kg de MS.

2F = efeito dos teores de FDN; N = efeito da inclusdo da narasina; FxN = efeito da
interacdo entre teores de FDN e inclus&o de narasina

A inclusdo de 13 mg de narasina/kg de MS n&o afetou 0 numero médio de
papilas por cm?, a largura das papilas e a espessura do tecido absortivo. Entretanto,
a inclusao da narasina aumentou a altura das papilas (P = 0,04), a area das papilas
(P = 0,04), a area absortiva por cm? (P = 0,04) e a representatividade da area
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das papilas em relagéo a area total absortiva (P = 0,02). Além disso, a inclusao de
narasina reduziu a espessura de queratina (P = 0,02; Tabela 4).

Segundo Costa et al. (2003) os alimentos oferecidos exercem grande
influéncia tanto macroscopicamente quanto microscopicamente, interferindo no
desenvolvimento das papilas do rumen. Uma vez que os AGCC produzidos séo
influenciados pela composicao da dieta, é importante atentar-se que dietas contendo
maiores inclusdes de concentrado (principalmente amido) estimulam a producéo de
propionato e maiores inclusdes de volumoso (fibra) estimulam a producéo de acetato.
Ou seja, a composi¢do da dieta tem relagédo direta com questées morfoldgicas e
histolégicas do epitélio ruminal.

Dietas com alta taxa de fermentagdo proporcionam maior espessura de
camada de queratina no rumen, devido a maior vacuolizagao observada nas células
do estrato queratinizado do rimen, provocando um efeito abrasivo sobre a queratina
da mucosa ruminal. Deste modo, maior vacuolizagdo celular, ou seja, 0 aumento do
tamanho das células mortas que compdem a camada, fato que ocorre quando a
taxa de morte é superior a taxa de regeneracao tecidual.

A camada queratinizada configura deste modo uma importante barreira
protetora, que dificulta a entrada de microorganismos invasores e a acao de
substancias agressoras ao epitélio. Pode-se observar no presente estudo a
diminuicao da espessura de queratina nas dietas com maior teor de FDN, ou seja,
mostrando que este tipo de dieta para cordeiros em confinamento torna o rimen um
ambiente menos agressivo ao epitélio ruminal. A utilizacdo de narasina também fez
com que a espessura de queratina fosse reduzida, devido ao fato de que a molécula
apresenta a capacidade de manter o pH ruminal mais elevado em situagdes de
mudanca abruptas nas dietas como relatado por Polizel et al. (2017).

A altura, a espessura e o formato das papilas dependem da composicao
energética da alimentagao. Para que ocorra um crescimento na altura das papilas,
€ exigido uma demanda grande de energia, que deve ser consumida através do
alimento oferecido (Cavalcanti, 2014). Como a inclusdo do ionéforo proporcionou
maior quantidade de propionato, pode-se inferir que houve maior disponibilidade de
substrato para o crescimento das papilas. De acordo com Lesmeister e Heinrichs
(2004), a altura das papilas pode ser utilizada como o principal parametro de
desenvolvimento do epitélio do rimen, sendo o fator que melhor representa o efeito
do tratamento no desenvolvimento ruminal.

A éarea de superficie das papilas, juntamente com o numero de papilas
por cm?, determinara a area absortiva total. O aumento desta, resultara em maior
capacidade de absorgédo do epitélio ruminal, resultando em menor acumulo de
AGCC no rumen e maior estabilidade do pH (Wang et al., 2009). Nesse sentido,
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a utilizagcdo de aditivos alimentares que aumentem a darea total absortiva é de
grande interesse, especialmente em dietas contendo elevado teor de concentrado,
resultando em efeitos benéficos ao ambiente ruminal, assim como, ao metabolismo
energético do animal.

CONSIDERAGCOES FINAIS

O teor de FDN incluido em dietas para cordeiros confinados exerce
importante efeito sobre o desempenho animal, fermentagdo ruminal, morfologia e
histologia das papilas. Ambos os teores avaliados resultaram em mesmo peso final
aos 112 dias de confinamentos, entretanto, com maior EA quando utilizado 20% de
FDN. Por outro lado, a inclusdo de 25% de FDN garantiu elevacdo do pH ruminal,
0 que pode conotar uma fermentacdo mais segura. Tal fato foi comprovado com a
menor espessura de queratina das papilas quando utilizado maior teor de FDN nas
dietas.

Em relagéo a inclusdo de narasina, apesar de nao ter sido observado efeito
sobre o desempenho animal, esse foi o primeiro trabalho a avaliar os efeitos da
molécula sobre a morfologia e histologia das papilas. Os resultados observados
mostraram que a alteracdo causada pela narasina no processo de fermentacdo
ruminal favoreceu o desenvolvimento e a saude das papilas, sendo observado maior
altura, area absortiva, e menor espessura de queratina. Essas alteracdes sdo de
grande importancia para cordeiros alimentados com dietas contendo elevado teor
de concentrado, especialmente em confinamentos de longa duragéo.
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