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RESUMO

Obijetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da restricdo alimentar através da quantidade
de leite oferecida, aliado ao mecanismo de ganho compensatorio e suplementados com
aminoacido essencial (Analogo de metionina — MET) e 06leos essenciais (OE), no
desenvolvimento e saide intestinal de bezerros. Foram utilizados vinte bezerros que foram
pesados e submetidos a quatro tratamentos por dois periodos de 28 dias: Tratamento 1 —
RES+MET: alimentacdo com restri¢do de leite no primeiro periodo (3 L/animal/dia) e sem
restricdo alimentar no segundo periodo (6 L/animal/dia) e inclusdo de 4g/MET/dia nos dois
periodos; Tratamento 2 — MET: alimentacdo sem restricdo de leite nos dois periodos (6
L/animal/dia) e inclusdo de 4g/MET/dia nos dois periodos; Tratamento 3 — RES+OE:
alimentacdo com restricdo de leite no primeiro periodo (3 L/animal/dia) e sem restricdo
alimentar no segundo periodo (6 L/animal/dia) e inclusdo de 1,59/OE/dia nos dois
periodos; Tratamento 4 — OE: alimentacdo sem restricdo de leite nos dois periodos (6
L/animal/dia) e inclusdo de 1,5g/OE/dia nos dois periodos; Todos os procedimentos
realizados nesta pesquisa foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Goids (CEUA-UFG) protocolo N. 095/17. Foi verificado o ganho
de peso e consumo de racdo, avaliado o perfil metabolico e realizadas analises morfoldgicas
e morfométricas do rimen, abomaso, duodeno e jejuno. A variacdo de peso durante o periodo
1 para os animais do grupo RES+MET foi menor que o MET, ndo havendo diferenca entre
0s demais grupos, ja na variacdo total do peso vivo ao final do experimento foi semelhante
entre os grupos. Nao houve diferencas entre grupos e periodos de tratamentos com relacao
aos niveis séricos de lactato, fosfatase alcalina e creatinina. As Proteinas Totais apresentaram
diferencas entre os periodos para os grupos RES+MET, RES+OE e OE. Quanto aos aspectos
morfolégicos gerais do rimen bovino constatou-se que 0s grupos restritos possuem alturas
de papilas inferiores aos grupos néo restritos. O desenvolvimento das papilas ruminais sdo
afetadas pela restricdo alimentar. Sendo que o analogo de metionina atua de forma tréfica
no desenvolvimento da mucosa abomasal. O analogo de metionina diminui as alteracfes
morfologicas de nucleo de hepatdcitos em funcdo das manobras nutricionais advindas do
ganho compensatorio. A permeabilidade intestinal é mantida pela agdo do anélogo de
metionina. Os Oleos essenciais potencializam a expressdo de receptores GHS-Rl1a no
hipotalamo.

Palavras-Chave: Ganho compensatorio; permeabilidade intestinal; restricdo alimentar;

suplementacao.
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ABSTRACT

This study examines the effect of restricted feeding, based on the amount of milk supplied,
combined with the compensatory gain mechanism and supplementation with an essential
amino acid (methionine analogue - MET) or essential oils (EO) on the intestinal development
and intestinal health of calves. Twenty calves were weighed and subjected to four treatments
(feeding regimes) for two 28-day periods, as follows: Treatment 1 (RES+MET) - restricted
milk intake in the first period (3 L/animal/day) and no restriction in the second period (6
L/animal/day) plus 4 g MET/day in both periods; Treatment 2 (MET) - no milk restriction
in either period (6 L/animal/day) plus 4 g MET/day in both periods; Treatment 3 (RES+EO
- milk restriction in the first period (3 L/animal/day) and no restriction in the second period
(6 L/animal/day) plus 1.5 g EO/day in both periods; and Treatment 4 (EO) - no milk
restriction in either period (6 L/animal/day) plus 1.5 g EO/day in both periods. Weight
change in period 1 was lower in the animals on RES+MET than in the MET group, and no
difference was detected between the other groups. Total live weight change at the end of the
experiment was similar between the groups. There were no differences between treatment
groups and periods for serum lactate, alkaline phosphatase or creatinine levels. Total proteins
differed between the periods in the RES+MET, RES+EO and EO groups. Rumen papillae
height was lower in the restricted groups. The methionine analogue reduced morphological
changes in the hepatocyte nucleus as a result of the nutritional mechanisms induced by
compensatory gain. Intestinal integrity was maintained by the action of the methionine
analogue. Essential oils enhance the expression of GHS-R1a receptors in the hypothalamus.
Key Words: Compensatory gain, intestinal permeability, restricted feeding,

supplementation.



1. Introdugéo

1.1. Desenvolvimento do trato digestivo de ruminantes

A criacdo de bezerros tem como objetivo fazer com que animais, fisiologicamente
pré-ruminantes, se tornem ruminantes funcionais ao menor custo possivel e sem prejuizos
para o desempenho futuro (Paris et al., 2012). Desta forma, o conhecimento dos processos
que envolvem os animais na fase de cria, principalmente o entendimento do estabelecimento
da microbiota ruminal e a adocdo de técnicas de manejo alimentar, é indispensavel na
exploracdo de animais com alto potencial genético e produtivo.

Os ruminantes possuem a capacidade de consumir alimentos improprios para o
consumo humano, convertendo-os em produtos de alto valor bioldgico (leite, carne). Sendo
assim a principal funcdo do sistema digestorio é a digestdo e absorcdo dos nutrientes e a
excrecdo dos produtos ndo utilizados. O sistema digestorio dos ruminantes € constituido de:
boca, faringe, eséfago, estbmago (rumen, reticulo, omaso e abomaso), intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, colon e reto), anus além de glandulas anexas
(glandula salivares, pancreas e figado) (Lana 2007).

Ao nascerem, 0s bezerros possuem caracteristicas anatémicas e fisioldgicas que ndo
0s caracterizam como ruminantes funcionais, sendo o leite a principal fonte de nutrientes nas
primeiras semanas de vida (Miranda et al., 2017). Quando o leite passa através da faringe,
estimula quimiorreceptores com vias aferentes do nervo glossofaringeneo. O impulso
sensorial é integrado ao bulbo e o impulso eferente vagal provoca o fechamento do sulco
reticular e relaxamento do orificio reticulo-omasal e canal omasal. A contracdo do sulco
reticular produz um tubo temporario que conecta os orificios da cardia e reticolo-omasal,
conhecido como goteira esofagica, desviando o leite do rimen-reticulo e terminando no

abomaso onde sofrera digestdo enzimatica (Figura 1) (Berchielli et al., 2006).



Figura 1. Esquema ilustrativo da formacéo da goteira esofdgica em bezerros.
Fonte: Adaptado de Getty, R. 2008.

Durante o aleitamento ocorre o desenvolvimento funcional dos compartimentos do
trato digestivo (Mancio et al., 2005) e as maiores mudancas acontecem no rumino-reticulo,
0 qual serd colonizado por microrganismos e desenvolverd sua musculatura e mucosa
(Nussio et al., 2003). A utilizacdo de dieta volumosa e concentrada faz com que o rumen,
reticulo e 0 omaso levem de duas a trés semanas, respectivamente, para dobrar o seu peso.
Apbs a primeira semana, a velocidade de crescimento do abomaso cai, e com oito semanas,
o0 rumen triplica as suas dimensdes, sendo que nessa mesma fase o rimen-reticulo aumenta
Seu peso 0ito vezes e 0 omaso cinco vezes. As alteracdes nas proporcdes do rimen-reticulo
e abomaso sdo muito rapidas nas primeiras semanas, alcancando niveis estaveis nas oito
semanas de idade (Silva et al., 2008). A ordem de crescimento dos 6rgaos digestivos, desde
0 nascimento até a idade adulta, é: rimen, reticulo, omaso, ceco, intestino grosso e reto,
intestino delgado, abomaso e es6fago (Church 1976).

Observa-se (figura 2) que nas duas primeiras semanas 0 abomaso representa cerca de
70% do volume dos 4 compartimentos estomacais e o rimen-reticulo-omaso, 30%. A
medida que a idade aproxima da oitava semana, nota-se que as dimensdes do abomaso sao
reduzidas a valores proximos dos 50%. Quando o animal atinge a maturidade fisiologica, o
rimen passa a ocupar cerca de 70% das dimens@es estomacais (Figura 2) (Mong&o et al.,
2013).



Bezerro Pré Ruminante Ruminante

Esdfago
Esdfago |

Intestino
Reticulo
7%

Reticulo
3%

Intestino

Figura 2. Esquema ilustrativo do desenvolvimento dos compartimentos estomacais de bezerros.
Fonte: Adaptado de Heinrichs, et al., 2003.

A transicao dos bezerros a condi¢cdo de ruminante funcional ocorre na oitava semana
de vida e esta associada ao consumo de alimentos sélidos e a producédo de &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC), especialmente os &cidos butirico e propiénico (Baldwin et al., 2004).
A ingestdo de alimentos solidos, principalmente volumosos, induz o desenvolvimento dos
estratos epiteliais e crescimento das papilas, grau de queratinizacdo, pigmentacdo e
desenvolvimento da musculatura ruminal (Oliveira et al., 2007). O crescimento das papilas
ruminais e da composicdo da microbiota que é responsavel pela producdo, principalmente
de AGCC e proteina de origem microbiana, ambos sdo responsaveis pelo crescimento e
desenvolvimento corporal do animal, possibilitando o abate precoce.

O comprimento médio de uma papila de um bezerro recém-nascido € de
aproximadamente 1 mm, no entanto, elas crescem e atingem de 5 a 7 mm na oitava semana
de vida (Beharka et al., 1998). As papilas sdo responsaveis pelo movimento da digesta e
aumento da area absortiva, pois a maior parte da absorcdo de AGCC e outros metabdlicos
ocorre no nivel de papilas ruminais (Harrison et al., 1960). A formac&o das papilas na parede
ruminal é de grande importancia porque, além de aumentar a superficie da mucosa, alarga o
sitio de absor¢do; e, posteriormente, com o alargamento, possibilita maior superficie de
contato do epitélio com o alimento. Com isso, as papilas, quando bem desenvolvidas,
aumentam a superficie absortiva do rumen, e tém distribuicdo, nidmero e tamanho
estreitamente relacionado ao habito alimentar, tamanho de particula, disponibilidade e
digestibilidade dos alimentos (Van Soest 1994).

O desenvolvimento do intestino também esta intimamente ligado ao desempenho do
animal. O comprimento do intestino esta sujeito a um aumento significativo nas primeiras
semanas de vida com variagdes de 30 a 50 m em funcdo da raca e individualidade de cada
animal (Sauter et al., 2004). O intestino delgado é subdividido em duodeno, jejuno e ileo e



representa a maior por¢do dos intestinos nos bovinos, sendo suas principais fungfes a
digestdo e absorcéo de nutrientes (Naburrs 1995). A mucosa do intestino delgado possui
vilosidades e microvilosidades que séo estruturas especializadas para facilitar a absorcéo de
nutrientes (Blhler et al., 1998). Na base das vilosidades encontram-se as criptas, que sao
responsaveis pela constante renovacéo celular no vilo. Para Naburrs (1995), € desejavel que
a mucosa possua vilosidades altas e criptas rasas, contudo, essa relacdo e as variagdes na
morfologia intestinal podem ser determinadas pela alimentacéo.

Como salientado, a nutricdo exerce efeito marcante sobre o desenvolvimento dos
compartimentos dos estomagos dos ruminantes, desenvolvimento das papilas ruminais e
colonizagdo por microorganismos. O desenvolvimento das papilas ruminais € influenciado
pela presenca de AGCC durante a fermentacdo dos carboidratos, indicando que a ingestao
de volumosos e concentrados € 0 agente mais importante para promover as mudancas
anatémicas, fisiologicas e metabolicas no trato dos ruminantes jovens, podendo ser
aceleradas ou retardadas, de acordo com o regime alimentar em que estdo submetidos esses

animais (Azevedo et al., 2013).

1.2. Restricdo alimentar e ganho compensatério

A definicdo de ganho compensatério proposta por Muller e Teixeira Primo (1986),
refere-se ao fendmeno manifestado em mamiferos e aves, os quais, ap6s um periodo de
restricdo alimentar suficiente para deprimir o crescimento continuo, apresentam taxa de
crescimento acima do normal, ao acabar a restri¢do e reiniciar uma alimentagdo adequada.
Um dos principais objetivos de instalar um programa de alimentacdo que inclua a restricdo
alimentar é a possibilidade de reduzir a exigéncia de alimentos e, em certos casos, reduzir a
taxa de metabolismo basal (O'Donovan 1984).

Como resultado do uso desse manejo, 0s animais apresentam menor exigéncia para
energia de mantenca devido ao menor peso corporal e adaptacdo metabdlica com
consequente ganho compensatorio no periodo de realimentacdo (Leeson e Zubair 1997).
Estudos anteriores ja comprovaram que bovinos submetidos a restricdo alimentar
apresentam uma recuperacdo animal aparentemente maior, apos perda elevada de peso em
um periodo curto, quando comparada a mesma perda ocorrida em um periodo longo (Ryan
1990; Nicol e Kitessa 1995). As respostas no ganho compensatério sdo variaveis devido aos
inimeros fatores envolvidos na manifestacdo do fendmeno, como por exemplo, fatores

genéticos, fisiologicos, nutricionais, metabdlicos, enddcrinos e aspectos comportamentais.



O ganho compensatdrio pode apresentar curta duracdo, apesar de se verificarem
diversos efeitos nos animais durante sua ocorréncia. A ingestdo de alimentos nas trés ou
quatro semanas apoés a restricdo alimentar é variavel, sendo modificada pelo tamanho do
trato gastrintestinal (TGI), pela capacidade de absorcao do seu epitélio e pela capacidade do
figado de metabolizar os nutrientes. A exigéncia de energia metabolizavel para mantenca é
reduzida para animais em compensacgdo em até 20%, segundo o NRC (1996), resultando em
maior disponibilidade de energia para producdo, em uma mesma ingestéo de alimentos. Essa
exigéncia menor esta ligada ao menor tamanho dos o6rgdos internos devido a restricao
alimentar (Barbosa et al., 2016).

Para os pesquisadores Ryan (1990) e Alves (2003) um dos principais elementos que
controlam os resultados € a natureza da restricao alimentar. AlteracGes na dieta sdo capazes
de modificar o metabolismo dos ruminantes, alterando hormonios metabolicos,
principalmente se comparados antes e depois do periodo de privacdo (Webb et al., 2004). O
eixo somatotrofico, constituido principalmente pelo horménio do crescimento (GH), pelos
fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1 e IGF-11), pelos hormonios da tireoide
T3 e T4, pelas proteinas transportadoras e pelos receptores, exerce papel fundamental sobre
o0 controle do metabolismo (Cerviere et al., 2005).

Durante o periodo de restricdo alimentar ha diminuicdo da taxa de crescimento o que
causa alteracGes nos niveis de IGF-I, ocorrendo aumento deste horménio no periodo de
ganho compensatorio devido ao acelerado ganho de peso (Chen et al., 2012).

Pardmetros sanguineos também sdo indicativos das alteragdes metabdlicas pelas
quais os animais passam no periodo de restricdo alimentar, como reducéo da concentracdo
de uréia, glicose e proteina total. Também podem ser observadas elevacBes nas
concentracdes plasmaticas de acidos graxos ndo esterificados e nitrogénio ligado a
aminoéacidos. As diferencas metabdlicas observadas durante a restricdo desapareceram no

final do periodo de realimentacgéo (Fontes et al., 2007).

1.3. Anélogo de metionina

Em busca de alternativas que melhorem a eficiéncia alimentar dos ruminantes, a
utilizacdo de aditivos e ingredientes alternativos na alimentac&o animal, demonstra ser boa
opcao para reducdo de custo da dieta bem como de melhorias na producéo (Benchaar et al.,
2008). O desafio de aumentar a produgdo sem causar impactos ambientais negativos, desafia
os sistemas de producédo a buscar produtos que atendam critérios de qualidade e seguranca
alimentar (Borba et al., 2014).



As pesquisas avangam constantemente em relacdo a composicao dos alimentos e as
exigéncias nutricionais dos animais. Assim surgem novas demandas de produtos que
permitam atender minuciosamente as exigéncias de cada nutriente da dieta, visando
incrementar a producédo animal ou modificar a qualidade do produto final. Esta possibilidade
tem estimulado os profissionais da producdo animal ao longo dos anos a buscarem, através
da manipulacdo da dieta, a melhoria do crescimento muscular e a modificacdo no conteudo
de gordura da carcaca (Paulo; Rigo 2012).

As variacfes metabolicas provocadas pela suplementacdo de aminoacidos essenciais
para ruminantes melhoram a eficiéncia da converséo alimentar em consequéncia de: i)
aumentos na densidade bacteriana no rimen; ii) maior passagem de aminoacidos para o
intestino delgado sem sofrer degradacdo microbiana; iii) acréscimo na concentracdo de
nitrogénio no plasma (Lee et al., 2012).

Os ruminantes possuem exigéncia nutricional real por aminoacidos e ndo, pura e
simplesmente, por proteina bruta. Dentro de um processo normal de evolugdo na &rea da
nutricdo proteica busca-se conhecer os beneficios da correta nutricdo de aminoacidos
essenciais (Santos 1997). Uma racdo deficiente em aminoacidos essenciais para cada espécie
tem 0 mesmo efeito sobre a ingestdo voluntaria de alimentos que a deficiéncia proteica. Este
desequilibrio pode ser controlado pela suplementacdo na ragdo, infusdo no trato
gastrointestinal ou na circulacdo (Rulquin e Delaby 1997).

A metionina é classificada como aminoacido sulfuroso com grupo R ndo polar e
alifatico. E um dos aminoacidos primarios e essencial (NRC 2001). Normalmente é o
primeiro aminoacido limitante na producdo de bovinos, especialmente quando a proteina
microbiana é a fonte predominante de aminoacidos que supre o intestino delgado,
consequentemente, sO sdo supridos através da absorcdo intestinal. Sua suplementacdo tem
sido bastante estudada em bovinos e sua utilizacdo tem se estendido também a cadeia de
producdo de carne (Ferreiraet al., 2018). Conhecer os efeitos de sua utilizagdo permite dispor
desta ferramenta para o aprimoramento do balanceamento de ragdes.

Os requerimentos de aminoacidos essenciais sdo influenciados pelas taxas de
crescimento dos animais. Existem duas opc¢les para o atendimento das exigéncias de
aminoacidos para bovinos: a primeira é baseada no balanceamento com os aminoacidos dos
alimentos disponiveis para a absorcdo intestinal (sem desconsiderar as implicacfes do
metabolismo da proteina inerente aos ruminantes) e a segunda op¢éo € a suplementagdo. A
metionina pode ser suplementada através de analogos, sendo o mais estudado o &cido 2-

hidroxi 4-metiltio-butanoico, tambeém conhecido por HMB (Robert et al., 2001; Schwab et



al., 2001). Recentemente o éster isopropilico do HMB conhecido por HMBi foi desenvolvido
e alguns estudos ja foram realizados principalmente em gado de leite (Rulquin et al., 2006).

Schroeder et al. (2006) avaliaram a inclusdo de metionina na dose de 3,0 g por dia
em dietas de diferentes niveis energéticos para novilhos e observaram que a metionina era
limitante para a deposi¢do de proteina na carcaga. Assim, sua inclusdo aumentou o balanco
de nitrogénio. A fonte de energia ndo influenciou na resposta em relagdo a suplementacao
de metionina.

A suplementacdo de metionina protegida tem sido estudada com maior énfase em
bovinos leiteiros, que em bovinos de corte. Resultados favoraveis, no entanto, foram
observados no desempenho produtivo de bovinos de corte suplementados com metionina
protegida, em situacdes especificas de alimentacdo (deficiéncia de proteina de escape) e,
particularmente, no inicio do periodo de suplementacdo (Ferreira et al., 2018).

Porém, dietas com adicdo de aminodcidos livres ndo apresentam sucesso porque estes
sdo facilmente degradados no rimen pelos microrganismos ruminais (Erasmus et al., 1994),
fazendo com que os seus analogos, como por exemplo o analogo da metionina, apresentam
degradacdo mais lenta e sdo direcionados para 0s processos de sintese proteica (Lapierre et
al., 2012).

Os conhecimentos atuais sobre amino&cidos limitantes, principalmente a metionina,
em distintas situacdes produtivas de ruminantes sdo muito restritos e pouco concludentes.
Existe uma falta clara de informacdo para se determinar com precisdo os efeitos dos
aminoacidos para prever os resultados produtivos das races de ruminantes, tal como é
possivel realizar no caso de animais monogastricos (Alves 2004).

Apesar dos avangos recentes, poucos autores dedicaram-se a investigar a relacdo
entre o efeito da suplementacdo de analogo de metionina sobre a melhoria do crescimento

muscular e a modificacdo no conteudo de gordura da carcaca em bovinos.

1.4. Oleos essenciais

A eficiéncia dos sistemas de producdo de ruminantes € cada vez mais desafiada, ndo
somente em relagcdo aos custos ou ao seu impacto ambiental, mas também, ao fornecimento
de produtos que atendam critérios de qualidade e seguranca alimentar (Borba et al., 2014).
A suplementacdo com aditivos pode ser uma dessas medidas para auxiliar no aproveitamento
dos alimentos e produzir carne de qualidade. De modo geral, estas substancias sdo ion6foros

ou antibidticos. Todavia, essas substancias estdo proibidas na Unido Europeia e em vias de



proibi¢do nos Estados Unidos. Desta forma, € necessario o desenvolvimento de substancias
alternativas e seguras na alimentacéo animal (Jayasena & Jo 2013).

Assim sendo, os aditivos naturais tornaram-se objetivos de varias pesquisas no
mundo. Entre esses aditivos, 0s 0leos essenciais e 0s 0leos vegetais tém merecido destaque.
Entretanto, para sua adicdo na alimentacdo animal é necessario caracterizar 0s VAarios
produtos de plantas, bem como conhecer o0 modo de ac¢do destas substancias, que possuem
comprovado efeito flavorizante, estimulante da secrecdo enzimatica, acdo antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatdria, antiparasitaria, antiviral, entre outras (Reis et al., 2006).

Pickler et al. (2011) descreveram que 0s principios ativos sdo compostos quimicos
com baixo peso molecular derivados do metabolismo secundério das plantas. Estes
principios podem estar presentes em toda a planta ou em determinadas partes, conferindo a
elas atividade terapéutica ou de efeitos benéficos. Estes compostos sdo produzidos pelas
plantas para defesa contra fatores externos como estresse fisiologico, fatores ambientais,
protecdo contra predadores e patdgenos (Huyghebaert 2003). Porém, em contato com o
organismo animal, exercem diferentes efeitos.

Os o6leos essenciais, sdo aditivos naturais e constituem, de forma geral, uma mistura
de compostos terpendides e aromaticos, extraidos geralmente por destilacdo a vapor
(Calsamiglia et al., 2007). A composi¢do quimica pode ser bastante variavel em qualidade e
em quantidade de acordo com a cultura, regido anatbmica da planta, ambiente de colheita,
tipo de cultivo, entre outros (Amorati et al., 2013).

Supde-se que parte dessas substancias possuem capacidade antimicrobiana, atuando
de forma semelhante aos antibi6ticos promotores de crescimento, inibindo enzimas que
conferem resisténcia as bactérias, e possuem, ainda, atividade antioxidante e anti-
inflamatdria (Guil-Guerrero et al., 2016).

Os Oleos essenciais ainda podem ser microencapsulados na forma in natura (pouco
usual) e/ou compostos sintéticos semelhantes aos componentes presentes nos 06leos
essenciais naturais. Nesse caso, surge uma opg¢do para producdo em larga escala e
padronizacdo da uniformidade. Esses compostos microencapsulados sdo utilizados no
sentido de preservar a molécula do dleo, que sdo de natureza volatil. Geralmente sdo
utilizados na forma de misturas, explorando diversas caracteristicas de varios 0leos. Nao
foram encontrados na literatura trabalhos que elucidem o modo de a¢do desses compostos,
porém sugere-se que sua acdo seja em nivel intestinal no metabolismo dos animais
(Spanghero et al., 2009).
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O sinergismo dos compostos utilizados na dieta € amplamente relatado na literatura,
principalmente quando se trata de 6leos. Portanto, a mistura de compostos apresenta grande
potencial para ser utilizada como aditivo na manipulacdo da fermentacdo ruminal em
substituicdo aos iondforos convencionais utilizados na terminacéo de bovinos. A adi¢cdo do
6leo essencial e de dleos vegetais na dieta de bovinos auxiliam o processo de fermentacéo,
manutengdo do pH ruminal e melhora a eficiéncia microbiana. Os compostos
microencapsulados podem fazer selecdo de bactérias no intestino e sdo antioxidantes
(Spanghero et al., 2009).

Os 06leos essenciais podem atuar como antimicrobianos (6leos de cravo, alecrim,
tomilho e vanilina sdo alguns dos mais eficazes devido a presencga de compostos fenolicos)
e antioxidantes (cravo-da-india, citronela e palmarosa), beneficiando o sistema imunoldgico
e digestivo dos animais, refletido em seus indices de desempenho (Benchaar et al., 2008;
Jayasena & Jo 2013). Além disso, quando uma mistura é usada, os 6leos essenciais podem
ter um efeito sinérgico, influenciando seu modo de a¢do no metabolismo animal (Prado et
al., 2016). Espécies vegetais contendo timol e carvacrol apresentam alto potencial
antioxidante devido a presenca de terpenos fendlicos (Bakkali et al., 2008). A vanilina, que
possui uma estrutura semelhante ao eugenol, apresenta propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (Konuk Takma & Korel 2016).

O alecrim (Rosmarinus oicinalis) possui uma atividade antioxidante mais alta que os
demais 6leos essenciais, e varios compostos fenolicos foram isolados a partir desse 6leo,
como carnosol, rosmanol, rosmaridifenol e rosmarquinona (Assis et al., 2009). Além disso,
o alecrim ¢ relatado como tendo uma alta atividade antioxidante na carne (Djenane et al.,
2003). O oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) recebeu muita atencao
devido ao seu alto e diversificado conteudo de compostos fendlicos, suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes e potencial uso em carnes e derivados (Barbosa et al, 2009).
Embora alguns estudos tenham demonstrado que os 6leos essenciais podem influenciar a
qualidade da carne (Rivaroli et al., 2016) assim como outros compostos naturais (Moyo et
al., 2014).

1.5. Saude intestinal
O conceito atual sobre a funcdo do trato gastrointestinal na homeostase diz respeito
a saude intestinal. Diferente do conceito fisioldgico inicialmente proposto de local de

digestdo de alimentos e absorcédo de nutrientes. Saude intestinal engloba o equilibrio de
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expressdes de tipos celulares, a predominancia de bactérias benéficas, a resposta
imunoldgica, além de manter a sua capacidade de digestdo e absorc¢éo.

A diarreia neonatal de bezerros é reconhecida mundialmente como um dos maiores
desafios para as industrias de carne bovina e laticinios. A prevencdo de doengas, embora
preferivel, nem sempre é possivel em sistemas intensivos de criagdo de bezerros. O manejo
adequado do bezerro, ap06s o desenvolvimento da diarreia, é crucial para evitar mais perdas
econdmicas, impacto no bem estar animal e angustias dos pecuaristas (Lorenz et al., 2011).

A busca da saude intestinal levou ao uso de antibioticos. Seja para melhorar a sadude
e bem estar dos animais, mas também para melhorar o desempenho e a eficiéncia na
conversdo de alimentos em peso corporal. Os antimicrobianos promotores de crescimento
(AGPs) passaram a ser usados em larga escala em animais de interesse zootécnicos. Estes
antibidticos de uso humano e animal passaram a ser suspeitos de estarem causando reacao
cruzadas de resisténcia bacteriana. Esta hipotese levou a Comisséo Europeia (EC) a banir o
uso de AGPs em janeiro de 2006 (EC Regulation N° 1831/2003) (Huyghebaert et al., 2011).
No Brasil, 0 Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento passou a monitorar 0 uso
de AGPs através da Portaria 41/2017 (MAPA 2017), que visa a promocao de uso racional
de antimicrobianos na dieta animal.

Um estudo foi realizado por Donovan et al., (1998) em bezerros da raga holandesa,
para determinar fatores que afetam o desempenho (crescimento) entre o nascimento e 0
sobreano (14 meses). Os dados de saude coletados incluiram a data do tratamento inicial e 0
nimero de tratamentos para as doencas diarreia, onfalite, septicemia, pneumonia e
ceratoconjuntivite. Apds o ajuste para a ocorréncia da doenca, a transferéncia passiva de
imunoglobulinas colostrais ndo teve efeito significativo no ganho de peso corporal ou no
crescimento da altura pélvica. A estacdo do nascimento e a ocorréncia de diarreia, septicemia
e doenca respiratdria foram variaveis significativas, diminuindo o crescimento da novilha
(altura e peso). Sendo a diarreia a doenca estudada de maior incidéncia nos bezerros.

Considerando a salmonela um dos principais patégenos causadores de diarreia em
bezerros, Harris et al., (2017), testou 0 uso de Saccharomyces cerevisiae como alternativa
ao uso de antibioticos. Para tanto, desafiou bezerros fornecendo oralmente Salmonella
entérica Typhimurium resistente a sulfametazina. Foram analisados a eliminacgéo fecal de
Salmonella, o consumo de suplemento alimentar, parametros sanguineos, histologia do
aparelho digestivo e peso de visceras. Os autores ndo observaram efeito da levedura para
desempenho e consumo. Sendo que o tratamento controle apresentou maior concentracdo de

neutrofilos, linfécitos, hematocrito e hemoglobina. A altura de vilosidade e espessura de
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criptas da mucosa intestinal ndo diferiram entre os tratamentos. As papilas ruminais, peso
do figado foram iguais para os tratamentos.

Trabalhando com bezerros e bezerras da raca Holandesa, Uyeno et al., (2013)
observaram que os oligossacarideos sdo utilizados por microrganismos especificos que
habitam o intestino, resultando em alteracdes no perfil intestinal de &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC). Suplementacdo com oligossacarideos e cepa de Clostridium butyrucum
pareceu ndo ter efeito na manutencdo dos niveis de espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium no intestino grosso de bezerros em pré-desmame. Segundo estes autores,
ao contrario dos animais monogastricos, ndo € facil melhorar a colonizagdo por bactérias
probidticas em ruminantes pela administracdo continua de oligossacarideos. Contudo, a
aplicacdo de oligossacarideos aos bezerros ainda parece vantajoso em relacdo a dois
pontos. Primeiro, o uso de oligossacarideos prebioticos pode ser Util como uma alternativa
aos antibidticos em bezerros que sofrem de sindrome dispéptica. Segundo, como outro tipo
de utilizacdo de prebidticos, é possivel promover a colonizacdo por grupos bacterianos
especificos da comunidade dos ruminantes, por exemplo, bactérias fibroliticas e bactérias
que utilizam &cido latico.

A alimentacdo com prebidtico ou antibidtico a bezerros ndo teve efeito detectavel na
salde ou no crescimento nas primeiras oito semanas de vida. Populacdes de bactérias
benéficas nas fezes foram minimamente afetadas pelos tratamentos; no entanto, houve uma
tendéncia para os bezerros alimentados com prebidticos terem populacdes elevadas
(Heinrichs et al., 2009).

1.6. Permeabilidade intestinal

O conceito de permeabilidade intestinal diz respeito a propriedade de uma membrana
que permite a passagem de um soluto por difusdo ndo mediada. A difusdo de um soluto
através de uma membrana simples é determinada tanto pela estrutura (composicdo, carga,
espessura e assim por diante) da membrana, pelas propriedades fisico-quimicas de um soluto
(tamanho molecular, forma, carga e solubilidade), e sua interagdo com o solvente (Bjarnson
et al., 1996). Em bezerros esta permeabilidade esta presente fisiologicamente nas primeiras
36 horas de vida. Com a finalidade de garantir a transferéncia imunologica da vaca aos
bezerros pela absorcdo de imunoglobulinas do colostro (Bush & Stanley 1980).

Esta barreira intestinal é feita pelas Tight junctions (TJs). Estas juncGes sdo contatos
intercelulares que selam o espaco entre as células individuais de uma folha epitelial, para

que possam separar coletivamente os compartimentos de tecido. A barreira é necessaria para
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realizar o transporte vetorial de material de um lado do compartimento para o outro e para
limitar a entrada paracelular de indesejaveis, como toxinas, antigenos e microrganismos
(Anderson & Itallie 2009). A jungdo forma um contato intercelular continuo na extremidade
mais apical do lado lateral das células epiteliais, acima de outros contatos celulares
especializados, como aderentes e jun¢des comunicantes e desmossomos (Figura 3).

Seu nome deriva de imagens de microscopia eletronica de transmissdo que mostram
ponto de contato da membrana entre células adjacentes, onde os folhetos da membrana
externa pareciam se fundir. E também chamada de juncdo oclusiva (JO) e zona de oclus&o
(Z0O). As TJs ndo agem apenas como barreiras, mas também sdo locais para direcionamento
de vesiculas, dindmica citoesquelética, sinais que controlam a proliferacdo e transcricao e
para definir a polaridade celular entre as superficies da membrana apical e lateral

funcionalmente distintas (figura 3) (Anderson & Itallie 2009).

Tight junction _] ﬂ . 2
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Figura 3. Esquema ilustrativo das Tight junctions (TJs).
Fonte: Adaptado de Anderson & Itallie, 2009.

As claudinas sdo as proteinas TJs que formam a barreira paracelular nas células
epiteliais. Algumas claudinas também parecem formar canais paracelulares de TJs das
células para permitir a permeabilidade seletiva de ions, incluindo cations e anions, e de
solutos dependendo do tamanho. Os mecanismos subjacentes a essas permeabilidades
restritas s@o revelados por estudos expandidos de estrutura-fungéo de claudinas especificas.

A funcdo de barreira paracelular das claudinas de TJsé provavelmente a mais
simples de interpretar experimentalmente, uma vez que sua disfungédo leva a difuséo de
algumas moléculas que sdo normalmente blogueadas, embora a especificidade da fungéo de
barreira para varios tipos de moléculas seja diferente entre as claudinas (Figura

4). Comparadas as funcdes de barreira paracelular das claudinas, suas funcdes de canal
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paracelular sdo muito mais sofisticadas, pois em muitos casos h& coopera¢do com outros
tipos de claudinas. Além disso, certos canais transportadores convencionais s&0 necessarios
para obter a funcéo bioldgica. Exceto no caso de uma barreira de TJs de claudina Gnica que
desaparece com a deficiéncia da claudina, a perda de uma claudina geralmente nao atrapalha
o0s TJs, porque outros claudinas expressas podem atuar na TJs. No entanto, uma propriedade
do epitélio geralmente é alterada para afetar uma funcgéo bioldgica especifica, sugerindo um

papel biologico para a claudina alvo (Tamura & Tsukita, 2014).
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Figura 4. JuncGes epiteliais estreitas (TJs), que sdo compostas de TJ claudina. (A) Localizacdo de TJs entre
células epiteliais. (B) Desenho esquematico de uma membrana TJ. As membranas plasmaticas de duas células
vizinhas estdo intimamente ligadas umas as outras por moléculas de adesao (claudinas) nos TJs (setas). (C)
Micrografia eletrdnica de secdo fina de TJs. A aderéncia proxima de duas membranas plasmaticas nos TJs
(setas) é claramente observada. Bar, 50 nm. (D) Micrografia eletrdnica de fratura por congelamento de um
TJ. O plano de fratura por congelamento da membrana plasmatica de uma célula epitelial do intestino delgado
€ mostrado. As proteinas transmembranares de TJ (claudinas) formam filamentos de TJ. Bar, 50 nm. (E)
Estrutura cristalina da claudina-15. A estrutura cristalina da claudina-15 foi determinada com resolucéo de 2,4-
A. Revelou uma dobra caracteristica da folha p que consiste em cinco folhas f conectadas a quatro motivos
transmembranares a-helicoidais. C: Espagco citoplasmatico, E: Espago extracelular. (F) Desenho esquematico
das estruturas moleculares da claudina-15.

Fonte: Adaptado de Tamura, A. & Tsukita, S. 2014
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Estudando permeabilidade intestinal e incidéncia de diarreia em bezerros, Araujo et
al., (2015), trabalhou com 76 bezerros recém nascidos da raca Holandesa. Os bezerros
receberam colostro apds o nascimento via sonda esofagica. A partir deste momento 0s
animais foram alimentados com 1,5 L de substituto do leite duas vezes ao dia. O escore de
fezes foi monitorado para caracterizar diarreia e a permeabilidade intestinal foi medida
através de marcadores lactulose e D-monitol, medidos no soro sanguineo. Segundo 0s
autores, 0s bezerros que sofreram diarreia mostraram uma permeabilidade intestinal alterada
em relacdo aos animais sem diarreia.

Wood et al., (2015) estudaram o efeito da idade dos bezerros na permeabilidade
intestinal. Foram usados 14 bezerros divididos em dois tratamentos: desmamados aos 35
dias de vida e ndo desmamados. O método de desmama consistia em reduzir pela metade o
fornecimento de sucedaneo de leite. A medida de permeabilidade intestinal foi realizada via
dosagem de Cr-EDTA na urina. Os pesquisadores observaram que a concentracdo de Cr-
EDTA na urina de bezerros dos dois tratamentos diminuiu do 14° ao 28° dia, mas aumentou
nos bezerros desmamados do 28° ao 42°, enquanto diminuia nos animais controle.

Estudo avaliando os efeitos do acido glutdmico em sucedaneos lacteos para bezerros
foi realizado por Ahangarani et al., (2020). Foram avaliados os parametros de desempenho,
permeabilidade intestinal e metabolismo. Os autores ndo encontram diferencas no
desempenho dos bezerros ou na permeabilidade intestinal (medida como lactulose:relacao
manitol). A concentracdo de glicose no soro foi maior em bezerros ndo suplementados com
acido glutdmico do que em bezerros suplementados. Com 14 dias, a propor¢do plasmatica
de Leucina foi maior em bezerros suplementados e a proporcdo de metionina tendeu a ser
maior em bezerros ndo suplementados. A permeabilidade intestinal e os demais parametros
analisados nédo diferiram entre os tratamentos.

Um experimento de 56 dias foi conduzido por Hansen et al., (2010) para examinar o
efeito da alta ingestdo de Ferro nos transportadores metélicos envolvidos no metabolismo
ferro e Manganés. Entre os parametros analisado esta a permeabilidade intestinal. Além
disso, o duodeno proximal foi montado em camaras de Ussing para avaliar a integridade da
barreira intestinal. Bezerros que receberam alta dieta Fe apresentaram diminuicdo da
resisténcia transepitelial e aumento do fluxo apical para basolateral do tripitol com rétulo de
radio, sugerindo que a alta de ferro criou maior permeabilidade intestinal. Bezerros do
tratamento alto em ferro diminuiram o ganho médio diario, a ingestdo de matéria seca e a

eficiéncia alimentar.
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2. Justificativa e objetivos

2.1. Justificativa

A presente pesquisa visa buscar alternativas praticas e economicamente viaveis para
conseguir melhorar a saude intestinal de bezerros, através do uso de aditivos (Analogo de
metionina e 6leos essenciais) aliados ao manejo de restri¢do alimentar e mecanismo de ganho
compensatorio. Buscando desta forma, viabilizar a atividade pecuéria sem colocar em risco

a salde humana.

2.2. Objetivo Geral

Estudar a agéo do manejo alimentar no desenvolvimento inicial de bezerros lactantes

e o efeito de aminoacido essencial e 6leos funcionais no desenvolvimento e salde intestinal.

2.3. Objetivo especifico

e Medir o consumo e 0 desempenho dos bezerros.

e Dosar 0s niveis séricos de Imunoglobulina A (IGA) e Fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF).

e Estudar o mecanismo de acdo de analogo de metionina (HMBI) e 0Oleos
essenciais no trato digestivo de bezerros lactantes e seus efeitos na mucosa
do trato gastrointestinal, desenvolvimento do trato digestivo, acdo hormonal
e permeabilidade intestinal.

e Medir a vilosidade intestinal e espessura de cripta.

e Dosar a concentracao de receptores para grelina no hipotalamo e intestino.

e Analisar o efeito de HMBI e 6leos essenciais na expressdo de receptores para
grelina no hipotalamo e intestino.

e Avaliar o efeito do HMBi e Oleos essenciais na permeabilidade intestinal sob

o efeito do ganho compensatorio.

3. Metodologia

3.1. Animais, instalagdes e manejo
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Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias (CEUA-UFG) que gerou o
protocolo N. 095/17.

O experimento foi realizado no Setor de Campo do Laboratério de Fisiologia da
Digestdo da Universidade Federal de Goias (UFG), Campus Samambaia — Goiania — Goias,
por um periodo de 60 dias com quatro dias de adaptacdo e dois periodos experimentais de
28 dias cada. As instalacGes foram adaptadas para baias individuais com 6 m? que continham
cobertura de tela de sombreamento 80% (sombrite) e piso de terra compactado. Foi utilizado
nas baias, palha de arroz com camada de 15 cm para servir de cama para 0s animais,
conferindo conforto e absor¢do de umidade do piso. Diariamente era realizado o
recolhimento dos residuos da baia e revolvida a palha, a qual era trocada a cada quatro dias.

No experimento foram utilizados 20 bezerros leiteiros, cruzados zebu x holandés,
que foram captados de produtores leiteiros da regido, em um raio de 50 km da cidade de
Goiania no estado de Goias. Nos locais de nascimento os procedimentos realizados ficaram
limitados a cura de umbigo com solucdo de iodo a 10% e fornecimento de colostro em até
seis horas ap0s 0 nascimento e por dois dias. Os animais eram alimentados com quatro litros
de leite/dia em dois fornecimentos até o momento da transferéncia para a unidade
experimental. Assim que os bezerros chegaram ao local do experimento foram identificados
por meio de brincos enumerados, pesados e a cura de umbigo foi estendida por mais trés dias
com aplicacéo diaria de solu¢édo de iodo na concentracdo de 7%.

Apobs o periodo de adaptacdo os vinte bezerros foram pesados e distribuidos em
quatro grupos de cinco animais de acordo com o tratamento recebido:

Tratamento 1 — RES+MET: alimentacdo com restricdo de leite no primeiro periodo
(3 L/animal/dia) e sem restricdo alimentar no segundo periodo (6 L/animal/dia) e inclusao
de 4g/MET/dia nos dois periodos;

Tratamento 2 — MET: alimentacdo sem restricdo de leite nos dois periodos (6
L/animal/dia) e inclusdo de 4g/MET/dia nos dois periodos;

Tratamento 3 — RES+OE: alimentacdo com restri¢do de leite no primeiro periodo (3
L/animal/dia) e sem restricdo alimentar no segundo periodo (6 L/animal/dia) e incluséo de
1,5g/OE/dia nos dois periodos;

Tratamento 4 — OE: alimentacdo sem restricdo de leite nos dois periodos (6
L/animal/dia) e inclusdo de 1,5g/OE/dia nos dois periodos;

A restricdo alimentar dos grupos experimentais seguiu a linha do tempo abaixo
(Figura 5):
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Figura 5. Esquema ilustrativo da linha de tempo da restricdo alimentar.

Os aditivos utilizados foram:

e MET, que trata-se de um analogo da metionina: o éster isopropilico de HMB
(&cido 2-hidroxi-4-metiltiobutandico), abreviado como HMBI, colocado em
um veiculo de silica (ADISSEO, 2013);

e OE é uma mistura encapsulada (principios ativos de eugenol, timol e vanilina)
que foi obtida da Safeeds® (Cascavel, Parand, Brasil).

O manejo alimentar foi constituido de leite e alimento solido fornecido ad libitum
constituido de feno e concentrado experimental a base de milho, farelo de soja e nucleo
mineral. As analises dos alimentos foram realizadas no Laborat6rio de Nutricdo da Escola
de Veterinaria e Zootecnia da UFG. O leite foi fornecido as 8h da manha e 3h da tarde e o0s
aditivos MET e OE foram dissolvidos no leite em quantidade de 4 g/animal/dia e 1,5
g/animal/dia respectivamente, dividido em duas porcGes diarias por um periodo de 56 dias.
O aleitamento ocorreu com o uso de baldes individuais identificados e ao final de cada
fornecimento de leite os recipientes eram lavados com &gua e detergente diluido. Os
vasilhames utilizados para fornecimento de concentrado eram lavados uma vez por semana
e as sobras de alimento do comedouro quantificadas trés vezes por semana a fim de estimar
a ingestao de alimento pelos animais no sistema.

Os bezerros foram inspecionados diariamente para avaliacdo do estado geral,
hidratacdo e ocorréncia de diarreia. Para trata-los, quando necessério, foi realizado exame
clinico completo e adotadas as medidas indicadas pelo médico veterinario.

3.2.Coleta de dados e amostras

3.2.1. Crescimento corporal
Todos os bezerros foram pesados no momento da chegada a area experimental,
quinzenalmente e no dia anterior ao abate. Todas as pesagens ocorreram no periodo da
manha, antes do aleitamento, e foi utilizada uma balanca eletronica de capacidade de 1000
Kg (S2 Weigh Scale Indicator Tru-Test®) para obtencdo dos dados.
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Para mensurar o consumo de Matéria Seca (MS) o sistema de alimentacdo adotado
foi ad libitum, servido em duas refei¢fes (8:00 e 15:00 hs) por 56 dias. A dieta foi submetida
a ajustes de quantidade semanalmente, com base na quantidade de sobra nos cochos de todas
as baias antes da primeira refeicdo (oito horas), utilizando-se como critério sobras de 5%, e
escore de cocho. Dessa forma era pesado a quantidade fornecida, também eram pesadas e

retiradas dos cochos as sobras no momento do fornecimento da refeigéo subsequente.

3.2.2. Perfil metabdlico

Para determinac&o do perfil metabdlico e hormonal dos bezerros, amostras de sangue
venoso foram coletadas via pungdo da jugular apds assepsia local. As coletas foram
realizadas nos dias 10, 22, 37 e 49 do periodo experimental, antes do aleitamento da manha,
em tubos vacutainer (VacuPlast-10 mL, Séo Paulo, Brasil) para analises de lactato, proteinas
totais, triglicerideos, glicose, fosfatase alcalina, creatinina e uréia. Ap6s as coletas, as
amostras eram armazenadas em cooler com gelo e transportadas até o Laboratério de
Enzimologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB 1l) da UFG, onde foram centrifugadas
a 2000 xg em uma temperatura de 4 °C durante 15 minutos. O sobrenadante foi aliquotado
em parcelas de 500 pL e armazenado em microtubos plésticos a -20 °C para as analises dos

parametros bioquimicos.

3.2.3. Andlises morfoldgicas e morfométricas

O abate dos animais ocorreu no abatedouro do Instituto Federal Goiano na cidade de
Urutai, distante aproximadamente 170 km da cidade de Goiania. O método de abate foi
normatizado pelo Servico de Inspecdo Municipal, com insensibilizacdo pré-abate dos
animais, por martelo pneumatico ndo penetrante. Este processo consiste em levar o animal a
um estado de inconsciéncia para que a sangria ocorra sem que haja sofrimento do animal.
Nesta ocasido, os bezerros foram transportados com um dia de antecedéncia e passaram por
um jejum de, no minimo, oito horas. Nas necropsias foram feitas ligaduras duplas nas
porcOes distais do es6fago e do abomaso para retirada dos estbmagos da carcaga, para
realizacdo das pesagens, mensuragoes e calculo dos pardmetros de rendimento de carcaga,
proporcao de visceras e proporc¢éo de peso de figado.

Durante a necropsia, foram coletados trés fragmentos (3 x 5 cm) de tecidos
provenientes do saco dorso cranial esquerdo do rumen, por¢do de abomaso, por¢do medial
do duodeno e do jejuno. As amostras foram presas pelas extremidades, com o auxilio de

grampos, a um papel cartdo previamente identificado e colocadas em formaldeido 10%
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tamponado para fixagdo. Os fragmentos permaneceram no formol neutro e tamponado por
24 horas sendo que neste periodo houve uma troca desta solu¢do. Apds esse tempo, 0s
tecidos foram cuidadosamente lavados em agua corrente e mantidos em alcool 70% até o
processamento das amostras. Para o processamento, os fragmentos foram desidratados em
uma série crescente de etanol, clarificados em xilol, perfundidos em parafina liquida (60°C)
e, por fim, incluidos em parafina.

Durante a necropsia, foram coletadas amostras de cérebro (regido paraventricular do
hipotdlamo) a fim de determinar a expressao de receptores de grelina. Apds a coleta e
lavagem do material com &gua destilada, as amostras dos tecidos foram acondicionadas em
microtubos, congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas em freezer -
80°C.

3.3. Analises laboratoriais e histoldgicas

3.3.1. Parametros bioquimicos

Os parametros sericos de Lactato, Proteinas totais, Triglicerideos, Glicose, Fosfatase
alcalina, Creatinina e Uréia foram dosados, em triplicata, por testes colorimétricos no
Laboratorio de Anélises Clinicas e Ensino em Saude da UFG (LACES-UFG), com leitura
em espectrofotbmetro automatico.

O lactato sérico foi dosado por meio de teste enzimatico (Labtest Diagnostica S.A.)
utilizando-se filtro de absorbancia de 505 nm com leitura feita em sistema automatico para
bioquimica - Modelo Labmax Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Para a analise de proteina total sérica utilizou-se Kit enzimatico Proteina Total
(Labtest Diagndstica S.A.) sendo a determinacdo por espectrofotometria de ponto final,
utilizando-se filtro de absorbancia de 540 nm com leitura feita em sistema automatico para
bioquimica - Modelo Labmax Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A determinacdo dos triglicerideos foi realizada utilizando-se kit enzimatico
Triglicérides Liquiform (Labtest Diagnostica S.A.) por espectrofotometria de ponto final,
utilizando-se filtro de absorbancia de 505 nm com leitura feita em sistema automatico para
bioguimica - Modelo Labmax Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A andlise de glicose sérica foi realizada utilizando-se kit enzimatico Glicose HK
Liquiform (Labtest Diagnostica S.A.) por espectrofotometria de ponto final, utilizando-se
filtro de absorbancia de 505 nm com leitura feita em sistema automatico para bioquimica -
Modelo Labmax Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).
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A anélise de fosfatase alcalina foi realizada através do kit Fostase Alcalina Liquiform
(LAbtest Diagnostica S.A.), utilizando-se filtro de 405 nm com leitura feita em sistema
automatico para bioquimica - Modelo Labmax Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG,
Brasil).

A analise de creatinina foi realizada através do kit Creatinina (Labtest Diagndstica
S.A), utilizando-se filtro de 510 nm com leitura feita em sistema automatico para
bioquimica - Modelo Labmax Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A analise de ureia sérica foi realizada utilizando-se kit enzimatico Ureia CE (Labtest
Diagnostica S.A.) por espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia
de 600 nm com leitura feita em sistema automatico para bioquimica - Modelo Labmax
Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

3.3.2. Quantificacdes séricas

Neste estudo, as amostras de soro que estavam em freezer - 80 °C foram levadas ao
Laboratorio de Andlises Clinicas e Ensino em Saude da UFG (LACES-UFG) foram
realizadas as dosagens séricas de Transaminase Glutamica Oxalacética (TGO),
Transaminase Glutamica Pirdvica (TGP), Gama Glutamil Transpeptidase (GAMA),
Imunoglobulina A (IGA) e Fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1 (IGF) pela
técnica de Elisa.

Para TGO foi utilizado o Kit AST/GOT Liquiform (Ref.109 MS10009010018
Labtest®), onde o TGO catalisa a transferéncia do grupo amina da aspartato para o
cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxaloacetato. O oxaloacetato formado reage com
a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire coloracdo maxima pela adicdo
de hidréxido de sédio. A intensidade de coloracdo é proporcional a atividade enzimatica da
amostra.

Os niveis de TGP foram dosados utilizando o Kit ALT/GPT Liquiform (Ref.108
MS10009010029 Labtest®), no qual a ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da
alanina para o cetoglutarato com formac&o de glutamato e piruvato. O piruvato é reduzido a
lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH" é
oxidada a NAD". A atividade enzimatica da ALT na amostra é calculada com base na
reducdo da absorbancia em 340 nm, + quando o NADH se transforma em NAD".

O GAMA foi mensurado utilizando o teste GAMA GT Liquiform (Ref.105
MS10009010004 Labtest®), onde a A gama-glutamiltransferase (Gama GT) catalisa a
transferéncia do grupamento gamaglutamil da gamaglutamil-3-carboxi-4-nitroanilida para a
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glicilglicina liberando gamaglutamilglicilglicina e p-nitroanilina. A p-nitroanilina apresenta
elevada absor¢cdo em 405 nm e a quantidade liberada é diretamente proporcional a atividade
da Gama GT na amostra.

Para as dosagens de IGA foi utilizado o Bovine IgA (Immunoglobulin A) ELISA Kit
(EB0035 FineTest®). Este kit foi baseado no método Competitive-ELISA. A placa de
microtitulacdo fornecida neste kit foi pre-revestida com alvo. Durante a reacdo, o alvo na
amostra ou padrdo compete com uma quantidade fixa de alvo na fase solida suporte para
sitios no anticorpo de deteccdo biotinilada especifico para o alvo. Excesso de conjugado e
amostra ndo ligada ou o padrdo é lavado da placa e HRP-Streptavidin (SABC) ¢ adicionada
a cada poco de microplaca e incubada. Entdo TMB solucdo de substrato é adicionada a cada
poco. A reacdo enzima-substrato termina com a adicdo de solucdo &cido sulfirico e a
mudanca de cor é medida espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 450 nm.
A concentracdo do alvo nas amostras € entdo determinada comparando com a curva padrao.

As dosagens de IGF foram realizadas utilizando o Bovine IGF-1 (Insulin-like growth
factor 1) ELISA Kit (EB0068 FineTest®). Assim como para IGA este kit também foi
baseado no método Competitive-ELISA. A placa de microtitulacdo fornecida neste kit foi
pré-revestida com alvo. Durante a reacdo, o alvo na amostra ou padrdo compete com uma
quantidade fixa de alvo na fase sélida suporte para sitios no anticorpo de detecgdo biotinilada
especifico para o alvo. Excesso de conjugado e amostra ndo ligada ou o padréo é lavado da
placa e HRP-Streptavidin (SABC) é adicionada a cada po¢o de microplaca e incubada. Entéo
TMB solugdo de substrato é adicionada a cada pog¢o. A reacdo enzima-substrato termina com
a adicdo de solucdo acido sulfarico e a mudanca de cor € medida espectrofotometricamente
a um comprimento de onda de 450 nm. A concentracdo do alvo nas amostras é entdo

determinada comparando o DO das amostras com a curva padréo.

3.3.3. Preparo das laminas histologicas do ramen, abomaso e intestino
delgado
No Laboratério de Histofisiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas Il da UFG foi
realizada a montagem das laminas, onde os cortes foram desidratados em série crescente de
etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Posteriormente, foram cortados em
micrétomo (5 um) e corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) proposta por
Montanholi et al. (2013).
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Os tecidos coletados durante o abate que foram fixados em formol tamponado e
posteriormente conservados em alcool 70% foram processados e aproximadamente 1 cm?
foi cortado do centro da amostra para iniciar o processo de confeccdo das laminas. Estes
fragmentos foram processados manualmente e em seguida foram imergidos em parafina
histoldgica a temperatura de 60°C e incluido um fragmento por bloco de parafina. Depois do
resfriamento do material foram realizados os cortes em micr6tomo com seccdes de 5 um de
espessura.

Os cortes obtidos foram estendidos em laminas histoldgicas que foram coradas por
hematoxina e eosina. Para coloragéo, as laminas foram imersas em xilol por 25 minutos e
depois transferidas para uma sequéncia de etanol de concentragdes decrescentes (absoluto,
95°GL e 80°GL) permanecendo por dois minutos em cada recipiente para reidratacdo do
material. Sequencialmente, as laminas foram imersas em hematoxilina por 5 minutos e,
depois desse tempo, foram colocadas em cubas e em agua corrente por 10 minutos e
finalmente imersas em eosina por 5 minutos.

Para desidratar novamente o material repetiu-se a sequéncia de imersdes em
concentracdes crescentes de etanol (80°GL, 95°GL, etanol absoluto 1 e etanol absoluto 2)
por 1 minuto em cada &lcool. As I&minas foram banhadas duas vezes em xilol por 15 e 40
segundos e, por fim, montadas com a utilizacao de balsamo do Canada, superpondo-se uma
laminula de vidro em cada lamina. Apds o preparo das amostras e coloracdo das laminas,
foi realizada a avaliagdo do epitélio ruminal e intestinal em microscopio 6tico
fotomicroscopio Zeiss AxioScope Al (Zeiss, Alemanha) com aumento de 25 e 50 vezes,
respectivamente, segundo metodologia proposta Lesmeister (2004).

Para as analises morfométricas foram capturadas 4 fotos por animal totalizando 20
por grupo das quais foram realizadas 5 medidas totalizando 100 mensura¢fes de abomaso,
papilas e vilosidades intestinais para obter o comprimento das papilas, altura de vilosidades
e profundidade de cripta de cada animal. Os valores utilizados na anélise estatistica foram
as médias das mensuragdes de cada parametro em cada bezerro.

Os cortes histoldgicos corados pelo HE foram submetidos as seguintes analises:
Altura (um) das papilas ruminais e da camada submucosa do abomaso. Para cada uma dessas
analises morfométricas, foram coletadas 100 medidas de cada grupo experimental, sendo 20
medidas por animal (N = 5 animais/grupo). A analise do material e a captura das imagens
foram realizadas em fotomicroscopio Zeiss AxioScope Al (Zeiss, Alemanha), e as medidas

morfomeétricas foram feitas no software Image-Pro-Plus ©Média Cybernetics.
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Para as analises cariométricas, os cortes histoldgicos corados pelo HE foram
submetidos as seguintes analises: Perimetro (um), drea (um?) e fator forma dos niicleos dos
hepatocitos do figado. O fator forma foi obtido através da formula: 4m x area/(perimetro)?.
Para esta andlise, foram coletadas 200 medidas de cada grupo experimental, sendo 40
medidas por animal (N = 5 animais/grupo). A analise do material e a captura das imagens
foram realizadas em fotomicroscdpio Zeiss AxioScope Al (Zeiss, Alemanha), e as medidas

morfométricas foram feitas no software Image-Pro-Plus ®Média Cybernetics.

3.3.4. Anélise imuno-histoquimica

Para avaliar o efeito dos aditivos sobre a permeabilidade intestinal foram verificadas
as possiveis alteragdes na marcacao das juncoes de ocluséo das células epiteliais. Além disso,
através da imuno-histoquimica foi avaliado o padrdo de proliferacdo celular das criptas de
Lieberkiihn intestinais.

Procedimentos gerais para imuno-histoquimica: o0s cortes histologicos
desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacéo antigénica em tampdo citrato
pH 6,0 a 100°C por 45 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS por 3 vezes
de 5 minutos. O blogueio de peroxidases enddgenas foi realizado com H>O> por 15 minutos
e depois os cortes foram lavados em PBS por 3 vezes de 5 minutos. Os anticorpos primarios
para antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (Anti-PCNA mouse polyclonal IgG2a,
13-3900, Invitrogen) e Claudina-1 (Anti-Claudin 1 rabbit polyclonal 1gG, 51-9000,
Invitrogen) foram incubados em dilui¢Bes variadas (entre 1:50 a 1:500, de acordo com as
instrugdes de cada anticorpo) a 4°C overnight.

Posteriormente, apds serem lavados em PBS por 3 vezes de 5 minutos, e incubados
com anticorpos secundarios marcados com (Leica BIOSYSTEMS NovoLink Polymer
Detection System, RE7150-K, United Kingdom). Os cortes foram revelados com a
diaminobenzidizina (DAB). A contra coloragdo dos cortes foi feita com hematoxilina de
Harris. Em seguida, as laminas foram desidratadas em etanol, montadas em balsamo do

Canada e avaliadas em microscopia de luz convencional.

3.3.5. Quantificacdo de células PCNA positivas
Para a quantificacdo de células PCNA positivas foram capturadas 30 imagens (n = 3
animais/grupo; aumento de 400x) para cada grupo experimental. Em cada campo, 0 nimero
total de células positivas epiteliais foi obtido como frequéncia relativa (%) em relacdo ao

namero total de células. Todas essas analises foram realizadas utilizando o sistema de analise
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de imagem que foram capturadas utilizando fotomicroscopio Zeiss AxioScope Al (Zeiss,
Alemanha), e as medidas morfométricas foram feitas no software Image-Pro-Plus ©Média

Cybernetics.

3.3.6. Western Blotting

A expressao de receptores para grelina na regido paraventricular do hipotamo foi
determinada por Western blotting seguindo a metodologia de Kurien e Scofield (2006).
Antes de iniciar a técnica foi preciso preparar as amostras através dos processos de extracdo
e quantificagdo das proteinas.

Para a extracdo das proteinas, as amostras foram retiradas do freezer - 80°C e
homogeneizadas em solucdo tampéao para extracdo da proteina total. Inicialmente, as areas
foram lisadas e homogeneizadas, com auxilio de amassador de vidro e adi¢ao de 250 pL de
tampao de lise constituido de NP40 (1%), deoxicolato de sédio (0,5%), SDS (1%), pool de
enzimas e agua MilliQ. Apds a extracdo protéica, as amostras foram sonicadas em nivel um
por trés vezes de 10 segundos, centrifugadas a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante transferido para microtubo pléstico previamente identificado. A quantificacdo
das proteinas foi determinada usando o método de Bradford (Bradford 1976).

Primeiramente, foram preparados os padrbes da curva de -calibragdo nas
concentragdes 0,125 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,75 pg/mL e 1,0 ug/mL a partir de uma solucao
estoque de TBS 10 mg/ml. Em uma placa de poliestireno foram aplicados 5 pL dos padrdes,
branco e amostras em triplicata e 195 uL de reagente Bradford em cada po¢o com posterior
incubacdo de cinco minutos em temperatura ambiente. Com o fim do tempo de incubacéo
foi realizada a leitura em espectofotbmetro de microplacas (EPOCH, BioTek) com
absorbancia de 595 nm.

Os resultados obtidos foram transferidos para o programa Excel para padronizar as
amostras em quantidade de proteina (40 pug). Com os dados obtidos o proximo passo
realizado foi a preparacdo das amostras em duplicatas para separacdo em gel de
poliacrilamida. Para isso, foi adicionado, de acordo com os resultados da fase anterior, 0s
volumes de 4gua Milli Q, amostras e 5 yL de load com posterior incubacdo em agua fervente
por cinco minutos. A partir desse momento, as amostras estavam prontas para visualizagao
das proteinas estruturais e respectivos pesos moleculares da grelina por meio da técnica de

eletroforese em gel de poliacrilamida.
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Na montagem do sistema eletroforético utilizou-se duas placas de vidro (10 x 10.5
cm) que foram previamente lavadas com a finalidade de remover todo o tipo de sujidades e
gordura. ApoOs esse processo, 0 conjunto de placas foi montado, preso no suporte de
montagem e nivelado com agua para verificacdo de vazamentos. Na sequéncia, foram
preparados dois géis: o de empacotamento e o de separacédo, sendo que a diferenca entre eles
é a concentracdo de acrilamida e bisacrilamida utilizada.

O gel de separacao a 10% foi aplicado nas placas e ap0s sua polimerizacao o gel de
empilhamento a 5% foi aplicado em cima do gel de separacdo e, em seguida, colocado o
pente de amostra. Apos a polimerizagdo, o pente e o suporte de montagem foram removidos
e o conjunto fixado no suporte de corrida, que ja havia sido preenchido com tampao de
corrida. As amostras preparadas e o padrdo de corrida (BioRad - 161-0377) foram aplicados
cuidadosamente no fundo de cada po¢o do gel, obedecendo-se rigorosamente o mesmo
volume de 30 e 5 pul/pogo, respectivamente.

A fonte utilizada foi ligada e conectada aos eletrodos da cuba estabelecendo corrente
elétrica entre os polos negativo e positivo. A voltagem inicial utilizada foiestabelecida entre
80 — 100 volts (V) e assim gque o padrao e as amostras ultrapassaram o gel de empacotamento
a voltagem foi alterada para 120 V até o final da corrida, que despendia aproximadamente
cinco horas e era determinado pela chegada do corante indicador (azul de bromo fenol) ao
final do gel. Durante esse tempo foi preparado o tampéo de transferéncia que era armazenado
na geladeira. Ao término da eletroforese, o gel foi removido e colocado em recipiente
plastico com tampdo de transferéncia, sendo uma das extremidades do gel identificada.

A membrana de nitrocelulose (Amersham Protran) foi cortada no mesmo tamanho
que o gel e mergulhada durante 15 segundos em tampdao de transferéncia para equilibrio da
mesma. Na montagem do conjunto de placas foram dispostos: folha de espuma, papel filtro,
gel, membrana, papel filtro e duas folhas de espuma, nesta ordem. Este conjunto foi entdo
fechado em forma de “sanduiche”e colocado na cuba de transferéncia de forma com que o
gel ficasse voltado para o pélo negativo da cuba e a membrana para pélo positivo. Dentro
do suporte que acondicionava o conjunto foi adicionado tampéo de transferéncia gelado até
completa submersao.

A transferéncia ocorreu sob refrigeracdo com gelo, com voltagem constante de 80 V,
por um periodo de 80 minutos. Apds esse tempo de transferéncia, a membrana foi marcada
a caneta na altura dos pesos moleculares do padrdo, identificada e corada com solucéo de

Ponceau S por 30 segundos. Depois da coloragdo, a membrana foi cortada em tiras proxima
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das alturas correspondentes de cada proteina e lavada 3 trés vezes com agua destilada e uma
vez com TBT 1x por cinco minutos.

Para bloquear os sitios de ligacdo, a membrana foi colocada em um recipiente
plastico com solucédo de bloqueio, preparada com 2,5 g de leite em p6 desnatado e 50 mL de
TBT 1x, e incubada por 60 minutos a temperatura ambiente e sob agitacdo constante. No
final desse processo as membranas foram lavadas tréa vezes com TBT 1x por dez minutos
cada lavagem. Para diluicdo dos anticorpos primarios foi utilizada a solucdo de BSA 3%
(0,3 g de albumina bovina e 10 mL de TBT 1x).

O anticorpo para receptor para grelina (Bioss, bs-11529R) foi diluido para obter a
concentracéo final 1:1000 e o anticorpo para GAPDH (Santa Cruz, sc- 47724) 1:2000. As
faixas de membrana foram incubadas com os anticorpos em saquinhos plasticos selados e
agitadas constantemente overnight em temperatura de 6°C. Apds a incubacéo, retirou-se as
membranas dos saquinhos e foram realizadas trés lavagens com TBT 1x por dez minutos
cada uma.

A diluicdo dos anticorpos secundarios (Amersham ECL Anti-rabbit - NA 934) foi
feita em solucédo de leite em p6 5% nas concentracdes de 1:4000 e 1:5000 para grelina e
GAPDH, respectivamente. As faixas de membrana foram incubadas com os anticorpos em
saquinhos plésticos selados com agitacdo constante por 90 minutos em temperatura
ambiente. Apos a incubacao, retirou-se as membanas e foram realizadas trés lavagens com
TBT 1x por 15 minutoscada uma. Na Ultima lavagem as membranas permaneceram na
solucdo até o momento da revelacdo. Por fim, as membranas foram reveladas em
fotodocumentador (ImageQuantTM LAS 4000) pelo método de quimiluminescéncia com
tempo de exposicdo a solucdo reveladora (Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagent (GE Healthcare Life Sciences- RPN 2106) de um minuto para grelina e 30 segundos
para GAPDH. As imagens obtidas foram analisadas no programa Image J e os dados
transferidos para o pacote Excel® onde foram normalizados com o padrdo (GAPDH) para

posterior analise estatistica.

3.4. Analise estatisticas

Os valores séo apresentados como a media + o erro padrdo da média (EPM). Todas
as variaveis foram examinadas por ANOVA de uma via, considerando o tratamento como
fator. O teste de comparagfes multiplas de Tukey foi usado para comparar os grupos. Os
dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA), com 95% de probabilidade.
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Para as analises histoldgicas os valores sdo apresentados como média + desvio
padrdo, o teste empregado para se determinar a significancia estatistica foi a ANOVA para
distribuicbes parameétricas e o Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. Para a
localizacdo das diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foi empregado o teste
de Tukey como desdobramento da ANOVA e o teste de Dunn como desdobramento do
Kruskal-Wallis. Os dados foram analisados no programa Statistica 6.0 (StarSoft, Inc., Tulsa,
OK), no BioEstat 5.0 (software estatistico gratuito) e no GraphPad Prism, versdo 5.0. O nivel

de significancia estipulado foi de 5% (p < 0,05).

4. Resultados

4.1.Parédmetros zootécnicos
As médias da variacdo de peso e do ganho médio diario (GMD) nos periodos 1, 2 e

total de bezerros submetidos ou ndo a restricao de leite e suplementados com aditivos, estéo
apresentados na Figura 6. A variacdo de peso durante o periodo 1 (Figura 6A) para 0S
animais do grupo RES+MET foi menor que o MET, ndo havendo diferenca entre os demais
grupos (RES+MET: 33,38 £ 3,89 %; MET: 58,98 + 4,72 %; RES+OE: 47,55 *+ 6,14 %; OE:
45,73 £ 2,79 %). No periodo 2, houve diferenca entre os grupos RES+MET e MET
demostrando aumento na varia¢do de ganho de peso do grupo RES+MET em relacdo ao
MET. No periodo 2, também houve diferenca entre os grupos MET e RES+OE,
demonstrando o aumento do grupo RES+OE em relagcdo ao MET (RES+MET: 29,83 * 4,63
%; MET: 16,20 + 3,34 %; RES+OE: 28,43 * 4,05 %; OE: 23,35 + 5,67 %). Ja na variacdo
total do peso vivo ao final do experimento (dia 56 = periodo 1 + periodo 2) a variacdo do
peso Vvivo total foi semelhante entre os grupos (RES+MET: 68,58 + 5,93 %; MET: 79,63 +
8,64 %; RES+OE: 69,43 + 10,56 %; OE: 75,50 + 10,89 %).

O ganho médio diario apresentado na Figura 3B, mostra 0 menor ganho do grupo
RES+MET em ralacdo ao MET no periodo 1, ndo havendo diferenca entre os demais grupos
(RES+MET: 1,20 £+ 0,24 %; MET: 2,10 + 0,36 %; RES+OE: 1,54 + 0,47 %; OE: 1,65 + 0,2
%). No periodo 2 ha uma inversdo ao ocorrido no periodo 1, pois o grupo RES+MET ficou
superior ao MET (RES+MET: 1,00 £ 0,23 %; MET: 0,57 + 0,15 %; RES+OE: 1,00 + 0,14
%; OE: 0,67 + 0,14 %). Ja 0 GMD total ao final do experimento (dia 56 = periodo 1 + periodo
2) foi semelhante entre os grupos (RES+MET: 1,22 = 0,09 %; MET: 1,27 £ 0,34 %j;
RES+OE: 1,36 + 0,29 %; OE: 1,35 £ 0,20 %).
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Figura 6. Desempenho de bezerros submetidos a diferentes manejos alimentares e suplementados com aditivos
em dois periodos de 28 dias e no total de 56 dias. A: Porcentagem de ganho de peso vivo (PV) ao longo do
experimento; B: Ganho Médio Diario (GMD). (N =5 animais/grupo). Valores sdo apresentados como média
* erro padréo. * P <0,05.

O consumo de matéria seca (MS), volumoso e concentrado esta apresentado na figura
7. Apesar da restricdo do fornecimento de leite nos grupos restritos no periodo 1, ndo houve
diferenca no consumo de volumoso (RES+MET: 0,18 + 0,13 %; MET: 0,22 + 0,10 %j;
RES+OE: 0,18 £ 0,11 %; OE: 0,23 £ 0,18 %), assim como n&o apresentaram diferenca de
consumo de volumoso no periodo 2 (RES+MET: 0,20 + 0,12 %; MET: 0,27 = 0,10 %;
RES+OE: 0,26 + 0,04 %; OE: 0,30 + 0,11 %). O consumo de volumoso total ao final do
experimento (dia 56 = periodo 1 + periodo 2) foi semelhante entre os grupos (RES+MET:



30

0,16 + 0,10 %; MET: 0,21 + 0,08 %; RES+OE: 0,19 + 0,04 %; OE: 0,22 + 0,10 %), (Figura
7A).

O consumo de concentrado no periodo 1, apesar da restricdo no fornecimento de leite
para os grupos RES+MET e RES+OE nao foi observado aumento de consumo nesse periodo
(RES+MET: 0,41 £ 0,16 %; MET: 0,67 £ 0,32 %; RES+OE: 0,87 £ 0,84 %; OE: 0,54 £ 0,46
%). No periodo 2 também ndo foi observado aumento no consumo de concentrado
(RES+MET: 0,23 + 0,25 %; MET: 0,80 + 0,32 %; RES+OE: 0,65 + 0,37 %; OE: 0,63 + 0,26
%). O consumo de concentrado total ao final do experimento (dia 56 = periodo 1 + periodo
2) foi semelhante entre os grupos (RES+MET: 0,26 + 0,16 %; MET: 0,67 + 0,30 %;
RES+OE: 0,62 + 0,43 %; OE: 0,49 £ 0,27 %), (Figura 7 B).

Para o consumo total de MS (volumoso + concentrado) também néo houve diferenca
significativa entre os tratamentos no periodo 1 (RES+MET: 0,54 + 0,20 %; MET: 0,86 +
0,38 %; RES+OE: 0,55 + 0,15 %; OE: 0,68 £ 0,51 %), no periodo 2 (RES+MET: 0,38 +
0,24 %; MET: 0,96 £ 0,37 %; RES+OE: 0,90 + 0,38 %; OE: 0,89 + 0,31 %) e 0 consumo de
MS total ao final do experimento (dia 56 = periodo 1 + periodo 2) também foi semelhante
entre os grupos (RES+MET: 0,38 + 0,15 %; MET: 0,88 + 0,37 %; RES+OE: 0,80 + 0,47 %j;
OE: 0,68 + 0,32 %), (Figura 7 C).
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Figura 7: Perfil de consumo de alimentos s6lidos de bezerros submetidos a diferentes manejos alimentares e
suplementados com aditivos em dois periodos de 28 dias e no total de 56 dias. A: Consumo de volumoso (CV);
B: Consumo de concentrado (CC); C: Consumo de Matéria seca (CMS) total (Volumoso + Concentrado) (N =
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5 animais/grupo). Materia seca (MS); Peso Vivo (PV). Valores sdo apresentados como média + erro padrao. *
P <0,05.

Os parametros relacionados a proporcdo corporal de rendimento de carcaca,
propor¢do de visceras e propor¢do de figado estdo dispostos na figura 8. Ndo foram
observadas diferenca entre os tratamentos no rendimento de carcaca (RES+MET: 49,50 +
0,87 %; MET: 51,98 + 1,61 %; RES+OE: 47,95 + 3,18 %; OE: 52,30 + 2,42 %), (Figura 8
A), propor¢do de peso de visceras (RES+MET: 17,45 + 1,86 %; MET: 20,06 + 3,07 %j;
RES+OE: 22,48 + 2,02 %; OE: 20,13 + 1,67 %) (Figura 8 B) e peso proporcional de figado
(RES+MET: 2,62 + 0,38 %; MET: 2,52 + 0,80 %; RES+OE: 2,56 + 0,29 %; OE: 2,16 + 0,23
%) (Figura 8 C).
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Figura 8: Composicéo de carcaca de bezerros submetidos a diferentes manejos alimentares e suplementados
com aditivos ao final de 56 dias de experimentacdo. A: Rendimento de Carcaca; B: Proporcdo de peso de

visceras; C: Proporcao de peso de Figado (N = 5 animais/grupo). (PV) Peso Vivo. Valores sdo apresentados
como média + erro padrdo. * P <0,05.

4.2. Parametros séricos bioquimicos

Parametros metabdlicos de bezerros submetidos a diferentes manejos alimentares e
suplementados com aditivos em dois periodos de 28 dias, estdo apresentados na figura 9.
N&o houve diferencas entre grupos e periodos de tratamentos com relagdo aos niveis séricos
de lactato (Figura 9 A), Fosfatase Alcalina (Figura 9 E) e Creatinina (Figura 9 F).
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Para Proteinas Totais ndo houve diferengas entre 0s grupos, porém apresentaram
diferencas entre os periodos para os grupos RES+MET, RES+OE e OE, encontrando valores
mais elevados no periodo 2 quando comparados ao periodo 1. O grupo MET néo apresentou
diferenca entre os 2 periodos avaliados (Figura 9 B).

Os teores de triglicerideos ndo apresentaram diferenca entre os grupos no periodo 1,
porém no periodo 2 o grupo RES+MET apresentou valores superiores ao grupo RES+OE,
ndo havendo diferenca entre os periodos (Figura 9 C).

Os niveis séricos de glicose no periodo 1 apresentaram diminuicdo dos grupos
RES+MET em relacdo ao MET e diminui¢do do grupo RES+OE também em relacdo ao
MET. No periodo 2 os valores se igualaram estatisticamente ndo havendo diferenca entre os
grupos. Entre os periodos o grupo RES+MET apresentou valores menores no periodo 1 em
relacdo ao periodo 2, comportamento semelhante foi observado também no grupo OE
(Figura 9 D).

Os resultados obtidos para Ureia, ndo apesentaram diferenga entre 0s grupos no
periodo 1, porém no periodo 2 o grupo MET é menor que o grupo OE. Ja entre periodos o
grupo OE apresentou valor inferior no periodo 1 em relacdo ao periodo 2. Os demais grupos

ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos (Figura 9 G).
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Figura 9: Parmetros metabdlicos de bezerros submetidos a diferentes manejos alimentares e
suplementados com aditivos em dois periodos de 28 dias (N = 5 animais/grupo). Valores sdo apresentados
como média + erro padrdo. * P <0,05.

Concentracbes séricas de Transaminase Glutamica Oxalacética (TGO),
Transaminase Glutdmica Pirdvica (TGP), Gama Glutamil Transpeptidase (GAMA),

Imunoglobulina A (IGA) e Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF) de



34

bezerros submetidos a diferentes manejos alimentares e suplementados com aditivos ao final
do segundo periodo experimental estdo apresentados na figura 10.

Os resultados de TGO demonstram aumento nos valores do grupo MET em relacao
ao grupo RES+MET ao final do periodo experimental, ndo revelando diferenca entre os
demais grupos (RES+MET: 38,13 + 5,55 mg/dL; MET: 54,63 = 8,35 mg/dL; RES+OE:
47,50 + 8,06 mg/dL; OE: 47,88 + 1,37 mg/dL) (Figura 10 A). Os dados de TGP néo
apresentaram diferencas entre os grupos (RES+MET: 13,20 + 3,94 mg/dL; MET: 16,50 +
3,77 mg/dL; RES+OE: 13,63 + 6,70 mg/dL; OE: 14,63 + 3,47 mg/dL) (Figura 10 B), assim
como os resultados de GAMA também ndo apresentaram diferenca (RES+MET: 11,75 +
2,72 mg/dL; MET: 19,88 + 10,25 mg/dL; RES+OE: 15,75 + 3,50 mg/dL; OE: 9,50 + 3,48
mg/dL) (Figura 10 C).

Para IGA nao foi observado diferenca entre os grupos (RES+MET: 1,20 + 0,10
mg/dL; MET: 1,37 £ 0,22 mg/dL; RES+OE: 1,30 £ 0,26 mg/dL; OE: 1,26 + 0,05 mg/dL)
(Figura 10 D), assim como n&o foi observada diferenca nos resultados obtidos para IGF
(RES+MET: 18,63 *+ 3,82 mg/dL; MET: 18,30 + 6,96 mg/dL; RES+OE: 16,70 + 1,27
mg/dL; OE: 14,63 = 7,75 mg/dL) (Figura 10 E).
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Figura 10: ConcentragBes Séricas de bezerros submetidos a diferentes manejos alimentares e suplementados
com aditivos ao final do segundo periodo experimental (N = 5 animais/grupo). Valores sdo apresentados como
média + erro padrdo. * P <0,05.

4.3. Parametros morfoldgicos

Os aspectos morfoldgicos gerais do rimen bovino, assim como a altura das papilas
ruminais entre os diferentes tratamentos podem ser observadas na figura 11. Observa-se que
0s grupos restritos RES+MET e RES+OE apresentam diferenca na altura de papilas, sendo
superior no grupo RES+MET, ressaltando que ambos 0s grupos restritos possuem alturas de
papilas inferiores aos grupos ndo restritos MET e OE, estes dois grupos foram os Unicos que

ndo apresentaram diferenca entre eles (Figura 11 E).
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Figura 11. Aspectos morfoldgicos gerais do ridmen bovino corado com HE. Pode-se observar uma
heterogeneidade morfolégica das papilas ruminais entre os diferentes grupos experimentais (Fig. 11 a-d). O
grafico em barras (Fig. 11 ¢) mostra as diferengas significativas (P < 0,05) na altura das papilas ruminais entre
os diferentes tratamentos. Foram medidas 100 papilas ruminais por grupo experimental (N = 5 animais/grupo).
Asteriscos indicam diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (**P < 0,01; ***P < 0,001). Os
valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Setas (papilas ruminais); Sb (submucosa); M (musculo).
Barras de escala (500 pum).

Os aspectos morfoldgicos gerais do abomaso bovino e a espessura da mucosa entre
os diferentes tratamentos estdo apresentados na Figura 12. Observa-se que 0 grupo
RES+MET possui menor espessura quando comparado ao MET, porém possui espessura
maior que o grupo OE, ndo apresentando diferenca com 0 outro grupo que passou pela
mesma restri¢do no periodo 1, o grupo RES+OE. O grupo MET demostrou maior espessura
dentre todos os grupos analisados, em contrapartida o grupo OE apresentou a menor

espessura da mucosa do abomaso dentre os grupos avaliados (Figura 12 E).

% s00q ek |
o= : z dekk -
| © E L kkk 0 kk o kk
| = == F 1T W 1
s ~ 600+
o
g (7] |
: : , g 400- |
RES+OE OF Iva ofEnaet o é O
> - _.-.‘J v ‘v‘ Al N by o | o
‘Muc‘,“” fi ; .4%:. .‘ (}'l' ‘?ﬁ‘v!\‘vw<200-
(AT ) S At SR T 4 6" d 28 ~;' gl 1 10 | s .b (2] o
o . LI w A
o
Sh Sb m 0- T T
M M e RES+MET MET RES+OE OE

Figura 12. Aspectos morfolégicos gerais do abomaso bovino corado com HE. Pode-se observar uma variagéo
na espessura da mucosa entre os diferentes grupos experimentais (Fig. 12 a-d). O gréfico em barras (Fig. 12
€) mostra as diferengas significativas (P <0,05) na espessura da mucosa entre os diferentes tratamentos. Foram
realizadas 100 medidas por grupo experimental (N = 5 animais/grupo). Asteriscos indicam diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos (¥**P < 0,01; ***P < 0,001). Os valores sdo apresentados como
média £ desvio padrdo. Muc (mucosa); Sb (submucosa); M (muisculo). Barras de escala (200 pm).
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Aspectos morfologicos de variaveis nucleares (area, perimetro e fator forma nuclear)
de hepatocitos bovino, estdo apresentados na figura 13. O grafico em barras (Figura 13 E)
mostra as diferencas da Area Nuclear entre os grupos, demostrando que o grupo RES+MET
possui maior area nuclear quando comparado com 0 MET. O Grupo MET também possui
menor area nuclear quando comparado com o grupo RES+OE, que também é superior ao
grupo OE.

Os dados de Perimetro Nuclear mostram que o grupo RES+OE apresenta maior
perimetro quando comparado com 0s demais grupos, 0s quais nao apresentaram diferencas
quando comparados com os demais grupos (Figura 13 F). J& o Fator Forma Nuclear
apresentou diferenca apenas entre os grupos RES+MET e RES+OE sendo inferior no grupo
RES+MET (Figura 13 G).
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Figura 13. Aspectos morfoldgicos de variaveis nucleares (area, perimetro e fator formam nuclear) de hepatécitos bovino corado com HE (Fig. 13 a-d). Os graficos em barras
(Fig. 13 e-g) mostram as diferengas significativas (P < 0,05) destas varidveis entre os grupos. Foram realizadas 200 medidas por grupo experimental (N = 5 animais/grupo).
Asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (**P < 0,01; ***P < 0,001). Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Hep
(hepatdcito); seta (nlcleo do hepatécito); asterisco (sinusoide).
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Na figura 14 esté apresentado a Imunohistoquimica para Claudina-1 de vilosidades
duodenais dos diferentes grupos experimentais. Pode-se observar a presenca desta proteina
na regido apical das células epiteliais, indicando a integridade das juncdes de oclusdo nos
grupos RES+MET, MET e OE. Por outro lado, no grupo RES+OE nédo houve marcacao da

claudina-1, o que pode sugerir uma alteracdo desta estrutura celular neste grupo.
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Figura 14. Imunohistoquimica para Claudina-1 de vilosidades duodenais dos diferentes grupos experimentais.
O insert (Figura 14 E) representa o controle negativo da reacdo. Ep (Epitélio), Vil (Vilo), Seta
comprida (regides de &pice celular marcadas para Claudina-1), Seta larga (regides ndo marcadas para Claudina-
1). Barras de escala (20 um).

Os dados da quantificacdo de células PCNA positivas estdo apresentados na Figura
15, onde ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos analisados, podendo
observar as marcacdes das células epiteliais PCNA positivas obtidas como frequéncia

relativa (%) em relacdo ao numero total de células.
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Figura 15. Células PCNA positivas (%) de bezerros dos diferentes grupos experimentais (N = 3
animais/grupo). Seta comprida (Células PCNA positivas), Seta larga (Células PCNA negativas).

4.4. Western Blotting

Estdo apresentados na figura 16, a expressdo do receptor de grelina (GHRS1) no
hipotalamo dos diferentes grupos experimentais. Para a média dos valores o grupo MET foi
atribuido o valor de 1, e os valores dos outros grupos foram recalculados de forma
proporcional. Desta forma os resultados demostram significativamente maior quantidade de
receptores de grelina no hipotalamo no grupo RES+OE em relacdo aos demais grupos

avaliados. N&o havendo diferenca significativa dentre os demais grupos.
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Figura 16. Expressdo do receptor de grelina (GHRS1) no hipotdlamo de bezerros dos diferentes grupos
experimentais (N = 5 animais/grupo). Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. *P<0,05.

5. Discussao

A estratégia de avaliacdo do ganho compensatorio consiste de duas fases, onde na
primeira fase 0 grupo controle recebe alimento ad libitum ou a quantidade esperada para
aquela fase de vida e o grupo restrito recebe uma porcentagem da quantidade oferecida ao
grupo controle. Na segunda fase os dois grupos recebem a mesma quantidade de alimento
ou ad libitum na mesma proporcéao, este periodo é conhecido como realimentado ou periodo
compensatério (Nicieza & Alvarez 2009). No presente trabalho foi adotado o modelo
experimental proposto por Alves et al., (2019), que consiste em restringir o fornecimento de
leite (3 litros dia) por um periodo de 28 dias. Em sequéncia o fornecimento de leite é
restabelecido em padrdes normais (6 litros dia) por igual periodo. O objetivo desta manobra
alimentar é induzir o mecanismo do ganho compensatorio.

Dessa maneira, Murphy & Loerch (2014), afirmaram que melhorias na eficiéncia
alimentar podem ocorrer com a alimentacdo restrita, resultando em uma melhor
digestibilidade, reduzindo gastos de energia de manutencdo, e alterando positivamente a

composicao final da carcaca. Existe um consenso de que a restricdo alimentar em fases
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iniciais do desenvolvimento exige mais tempo para compensar totalmente os efeitos da
alimentacdo restrita quando comparada a estagios mais avancados (Morgan 1972). A idade
em que ocorre a restricao alimentar é importante e pode explicar a auséncia de compensacao
ou a maneira como ela ocorre (Lopes 2016; Berg 1991).

Com os resultados observados na Figura 6, é possivel concluir que este objetivo foi
alcangado. Observa-se que o tratamento RES + MET, que sofreu restri¢cdo alimentar no
primeiro periodo, apresentou melhor desempenho no ganho de peso diario e no ganho de
peso do periodo. No entanto 0 RES+OE néo apresentou diferenca quando comparado ao OE,
demostrando a capacidade dos Oleos essenciais em minimizar os efeitos da restricdo
alimentar, dessa forma inibindo o efeito de ganho compensatério subsequente. Uma
caracteristica observada no mecanismo do ganho compensatério é que 0s animais igualam o
desempenho e o0 peso corporal quando é considerado a integralidade do periodo
experimental, conforme Cardoso et al., (2014) concluiram que bezerras desmamadas aos
quatro meses, que obtiveram alto ganho de peso por um periodo (1 kg/dia), seguido de baixo
ganho de peso (0,350 kg/dia), alcancaram mesmo peso aos 14 meses que aquelas que nao
tiveram restricdo alimentar. Essa compensacdo no ganho de peso pode ser atribuida também
ao estimulo a ingestdo de alimentos sélidos quando os animais sdo submetidos a restri¢ao de
leite, como relatado por Baldwin et al., (2004).

N&o obstante esta observacdo, o consumo de alimento fibroso (feno) e concentrado
(racdo) nao diferiu para os tratamentos (Figura 7). Ficando a diferenca de ingestdo de
nutrientes por conta do volume de leite fornecido diariamente, objetivo do modelo
experimental proposto. A resposta no mecanismo do ganho compensatério geralmente ndo
esta vinculada ao aumento da ingestdo de alimento (Webb et al., 2004) mas possivelmente a
mudancas metabolicas e hormonais (Cerviere et al., 2005) provocadas nos animais pela
manobra alimentar de restricdo e fornecimento normal de nutrientes, como relatado por
Soberon et al., (2012) que o fornecimento de mais um L/dia de leite, no periodo de
realimentacéo, seria o suficiente para possibilitar quase o dobro de ganho de peso e taxa de
crescimento corporal.

Para comprovar os efeitos da restricdo alimentar em bezerros Schaff et al., (2016)
submeteram 14 animais a uma dieta restrita com de leite (seis I/dia) e compararam o0s
impactos na performance e desenvolvimento com um grupo de 14 animais alimentados na
forma ad libitum. Os animais do grupo restrito tiveram melhor eficiéncia alimentar que o
grupo sem restricdo, e ndo houve diferenca na ocorréncia e gravidade das diarreias

apresentadas pelos animais nesse periodo experimental de 5 semanas.
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A hipdtese de que ganho compensatorio resulta em maior rendimento de carcaca
(Barbosa et al., 2016) nédo foi observado no presente estudo (Figura 8). A hipdtese inversa,
onde o ganho compensatorio resultaria em aumento do tamanho e peso das visceras (Ryan
1990; Nicol e Kitessa 1995) também néo se confirmou no presente trabalho (Figura 8). Nao
houve alteracdo em rendimento de carcaca e peso de visceras, possivelmente devido a fatores
fisiologicos (raca, sexo, idade) ou devido a natureza da restrigdo alimentar, assim como Ryan
et al., (1990) concluiram que os bovinos podem apresentar crescimento compensatério
completo, parcial ou ndo ter compensacdo ap0s um periodo de restricdo alimentar. Essa
variabilidade nas respostas é resultado dos diversos aspectos envolvidos na manifestagdo do
processo bioldgico. Dentre os fatores mais importantes que influenciam o crescimento
compensatério, destacam-se a idade do animal no inicio da restricdo, a severidade e a
duracdo do periodo de estresse nutricional.

No entanto, na Figura 9 pode-se observar que a manobra alimentar (Restrito e N&o
Restrito), que resultou no ganho compensatdrio para o tratamento RES + MET, mostra que
a glicemia aumentou no segundo periodo em relacdo ao primeiro periodo, 0 mesmo
comportamento foi observado também no grupo OE. Também pode ser observado que no
primeiro periodo o tratamento MET aumentou significativamente (P<0,05) a glicemia de
bezerros em relagéo ao tratamento RES+MET e RES + OE, e ndo foi observada diferencga
entre o grupo MET e OE possivelmente devido ao maior suplemento de leite. Jacometo et
al., (2016) trabalhando com suplementacdo de metionina para vacas leiteiras no final da
gestacdo observaram que os bezerros do grupo MET obteve maior concentragdo global de
insulina no plasma e glicose e propor¢Ges mais baixas de glicose / insulina indicando
alteracdes na gliconeogénese e captacao e liberacdo de glicose.

Ao analisar os dados de Proteinas Totais (Figura 9), pode-se observar que 0s dois
tipos de aditivos avaliados aumentaram o0s niveis de proteinas circulantes apds o periodo de
restricdo, mantendo dentro dos padrdes analisados por Contreras (2000). Sendo que aditivos
OE resultam em maior quantidade de uréia sérica, podendo demonstrar maior atividade de
sintese proteica para estes tratamentos, considerando a influéncia do estado de nutricéo,
balanco hormonal, condicGes gerais do figado e estresse conforme relatado por Gonzalez
(2000).

O quadro metabdlico se completa, com o significativo aumento dos triglicerideos
sanguineos proporcionado pelo tratamento RES +MET em relagdo do RES + OE, ainda
assim mesmo apresentando diferenca entre os tratamentos, os valores de triglicerideos

corroboram com o estudo de Pogliani (2007) que avaliou constituintes do lipidograma em
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diferentes faixas etaria de bovinos. Ou seja, ocorre um maior transporte de triglicerideos com
0 uso de metionina no periodo de ganho compensatério. Mostrando mais uma vez a agao
metabolica da metionina no ganho compensatorio de bezerros, como mencionado por
Domingues (2018) que investigou o controle alimentar de bovinos, recebendo dieta sem
volumoso em niveis de restricdo de consumo.

O metabolismo hepético foi alterado pela expressdo de TGO maior no tratamento
MET em relacdo RES+MET. Isto pode ter ocorrido em fungdo da manobra alimentar. Esta
alteracdo néo se confirma pela anélise de TGP e GAMA. Ficando inconclusiva esta alteracédo
hepética nos bezerros em fungdo dos tratamentos (Figura 10), podendo a alteracdo em TGO
estar relacionada a outro 6rgdo que ndo o figado. Ressaltando que ndo houve nenhuma
alteracdo nos tratamentos com OE, demonstrando que os 6leos essenciais neutralizam os
efeitos da restricdo alimentar.

No entanto, quando analisamos os dados de histologia hepética (Figura 13)
observamos que o tratamento RES + MET apresentou maior area nuclear em relacdo ao
MET. Esta maior atividade metabdlica hepatica pode ser em funcao do ganho compensatério
observado no tratamento. Isto se confirma no uso de aditivos intestinais (6leos essenciais)
no tratamento RES + OE com maior area nuclear em relagdo ao OE. O perimetro nuclear e
ao fator forma nuclear sdo melhores avaliados para o tratamento RES + OE em relagdo ao
tratamento RES + MET. Estes dados seriam indicativos de menor desafio hepatico com o
uso de aditivos reguladores da microbiota intestinal como os Oleos essenciais. Este
mecanismo se daria pela obtencdo de uma melhor saude intestinal.

As TJs sdo mantidas pelas proteinas Claudina -1 (Figura 14), entre outras proteinas.
A permeabilidade intestinal representa um importante mecanismo de defesa do organismo
animal. Evita que macromoléculas passem a submucosa e provoque reac¢des inflamatorias
(Anderson & Itallie, 2009) ou agressdo hepatica (Araujo et al., 2015). O que observamos na
figura 14 é uma forte presenca de Claudinas -1 nos tratamentos com metionina. Isto pode ser
indicativo de uma maior integridade intestinal. Um fator importante, juntamente com a
eubiose intestinal, na satde do intestino. Assim, podemos inferir que a atividade hepaética,
expressa na histologia do figado (figura 13) estaria ligada a permeabilidade intestinal e desta
forma a atividade metabolica do mecanismo do ganho compensatorio (Cardoso et al., 2014).

Completando o tripé da salde intestinal, a integridade da mucosa intestinal se junta
a eubiose e a permeabilidade intestinal. A figura 12 mostra a espessura de mucosa do
abomaso significativamente mais desenvolvida no tratamento MET. Possivelmente o efeito

trofico da metionina pode explicar esta diferenca (Alves et al., 2019). Uma vez que, mesmo
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com restricdo alimentes (RES +MET) a mucosa abomasal se desenvolve mais em
comparagdo ao aditivo microbiologico (OE). Sendo o abomaso um ambiente protegido
contra a acdo de microoganismos patogénicos pela acdo do &cido cloridrico, a acdo dos 6leos
essenciais ndo conseguiu se destacar. A sua vantagem seria em nivel de intestino delgado.
Esta atividade tréfica da metionina se confirma pelos dados da figura 11. Nela observamos
que a nao restricdo tanto MET quanto OE propiciou o crescimento fisiologico do ramen,
expresso na altura de papilas. Mas como no ambiente ruminal, a acdo de microrganismos €
importante para o desenvolvimento fisiologico do ramen (Oliveira et al., 2007, Azevedo et
al., 2013), o tratamento dos 6leos essenciais sem restricdo alimentar (OE) também superou
o0s tratamentos com restricdo alimentar (RES + MET e RES + OE). Esta acdo anabdlica ndo
foi sustentada por uma ag&o hormonal no presente experimento. Na figura 15 pode observar
que as células epiteliais intestinais ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos.

Os dados de IGF (figura 10) ndo diferiram entre os tratamentos. Segundo Schéff et
al., (2016) a concentracao de IGF estd aumentada durante a restricdo alimentar. Este aumento
dos niveis séricos de IGF 1 esta ligado a acdo do horménio do crescimento no figado. A
grelina liberada na mucosa gastrica atuaria no hipotdlamo no recptores GHS-Rla,
desencadeando a liberacdo de GH (Heisler et al., 2007). A restri¢cdo alimentar aplicada no
presente estudo faria o papel da liberacdo de grelina e esta faria o papel hormonal no
mecanismo do ganho compensatorio (Jurimae et al., 2003; La Cava e Matarese 2004). A
acdo trofica da metionina e dos dleos essenciais via atividade microbioldgica faria o efeito
de desenvolvimento da mucosa do trato digestivo dos bezerros.

A expressdo de GHSR1a (receptor de grelina), demonstrou superior apenas no
tratamento RES+OE, sendo similares nos outros tratamentos analisados (Figura 16). Este
resultado reflete o resultado observado em ratos, onde o jejum aumentou significativamente
o nivel de MRNA do GHS-R1a no hipotalamo (Kim et al., 2003), porém o grupo RES+MET
apesar da restricdo ndo se mostrou superior aos grupos nao restritos. Este dado sinaliza uma
possivel acdo metabdlica dos OE de forma a aumentar a expressa de GHSR1a no hipotalamo.

A resposta imunologica, fator importante na saude intestinal, ndo foi alterada na
formacéo de IGA (Figura 7). A IGA é parte de um importante mecanismo de defesa dos
animais, conforme relatado por Bolzan et al., (2010) o IGA protege as mucosas, coOmo a
parede do intestino, ligando-se a parede intestinal e evitando a adeséo de possiveis patdgenos
amucosa. A acdo da metionina na resposta imunolégica é imputada pela sua acdo na sintese
proteica a partir da formacdo de RNAm. Desta forma, a metionina possibilita ao sistema

imune a formag&o de células de defesa, seja ela de base celular ou via timo e na formagéo de
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anticorpos via medula 6ssea. O sistema imunoldégico é regulado por uma rede de
comunicacdo bioquimica interativa, que inclui a sintese de antigenos, imunoglobulinas e
citocinas (Calder 2006). Ambos os sistemas imunes (adquiridos ou inatos) sao altamente
dependentes da disponibilidade adequada de amino&cidos para a sintese dessas proteinas e
polipeptideos, bem como outras moléculas com enorme importancia biolégica (Kim et al.,
2007). Assim, os aminoacidos afetam as respostas imune individualmente de forma direta e
indireta. Os Oleos essenciais agem na saude intestinal pela via de modular os
microorganismos intestinal (Benchaar et al, 2008; Jayasena & Jo, 2013). Evitando a disbiose

e a alteracdo da permeabilidade intestinal (Prado et al., 2016).

6. Conclusao

Em modelo experimental de ganho compensatério a glicemia fica aumentada no
periodo de restabelecimento da alimentacao lactea.

O desenvolvimento das papilas ruminais séo afetadas pela restricdo alimentar. Sendo
que o analogo de metionina atua de forma trofica no desenvolvimento da mucosa abomasal.

O analogo de metionina diminui as alteragdes morfoldgicas de nucleo de hepatdcitos
em funcdo das manobras nutricionais advindas do ganho compensatério. A permeabilidade
intestinal é mantida pela acdo do analogo de metionina. Os 6leos essenciais potencializam a

expressdo de receptores GHS-R1a no hipotalamo.
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