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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos fisioldgicos, bioquimicos e metabdlicos
da restricdo de leite e suplementacdo de prebiodticos na fase de aleitamento e, os mesmos
efeitos, da suplementacdo de taurina na fase de terminagdo de bovinos. Foram realizados
dois experimentos para alcangar os objetivos mencionados. No primeiro ensaio foram
utilizados 20 bezerros com peso inicial aproximado de 38 kg e alojados em baias
individuais por 56 dias divididos em dois periodos de 28 dias cada. Os animais foram
distribuidos em quatro grupos experimentais: animais que receberam 6 L de leite nos
periodos 1 ¢ 2 (CON), animais com restricdo de 50% do leite no primeiro periodo e
realimentados no segundo periodo (RES), animais sem restri¢do recebendo suplementagao
de 5 g/dia de mananoligossacarideo (MOS) ou frutoligossacarideo (MFOS) em animais
sem restri¢do. Foi verificado o ganho de peso e consumo de ragdo. O soro foi utilizado para
a determinacdo de glicose, lactato, creatinina, triglicerideos, urea, proteina toal e dos
hormoénios grelina e leptina. Na regido paraventricular do hipotdlamo, foi avaliada a
expressao do receptor de grelina (GHS-R1a). O riimen e intestino delgado foram utilizados
para avaliar o desenvolvimento do trato gastrointestinal: comprimento de papila ruminal,
altura de vilosidade e profundidade de cripta intestinal. Foi observado um menor ganho de
peso do grupo restrito no primeiro periodo e nenhuma diferenca no ganho de peso dos
grupos no segundo periodo. Observou-se que os animais do grupo suplementado com
prebiotico (MOS) apresentaram um aumento significativo na altura da vilosidade jejunal.
O desenvolvimento ruminal foi favorecido pela suplementacdo de mananoligossacarideos
(grupo MOS), que aumentou significativamente o comprimento das papilas ruminais.
Nenhuma diferenga foi encontrada entre os tratamentos nos periodos 1 e 2 (P > 0,05) entre
0s grupos para concentragdo sérica de grelina e leptina e na expressdo de receptores de
grelina na regido paraventricular do hipotdlamo. O segundo ensaio foi realizado por um
periodo de 123 dias com 80 bovinos de corte em fase de terminacdo, peso inicial médio de
507 kg e divididos em grupos com suplementagdo de 0; 0,025; 0,05; 0,075 e 0,1% de
taurina na dieta. A performance foi avaliada pelas pesagens e controle do alimento ingerido
diariamente, caracteristicas da carcaca foram avaliadas ap6s o abate dos animais com
dados fornecidos pelo frigorifico e as alteragdes metabdlicas foram mensuradas pelos
valores plasmaticos de glicose, lactato, taurina, triglicerideos. Imediatamente apds o abate
foi coletado uma por¢ao do musculo Sternocephalicus ventrally para analise do potencial
glicolitico. Para complementar os dados do segundo ensaio in vivo, foi realizado um ensaio
in vitro utilizando culturas de fluido ruminal. As medigdes incluiram concentragdes de
AGV, pH, DIVMS e produgdo de gas fermentativo para culturas contendo 0; 0,025; 0,05;
0,075 e 0,1% de taurina no substrato. A suplementacdo de taurina ndo afetou as
caracteristicas finais de peso, PCQ, CMS, parametros de carcaca, os metabolitos
sanguineos, producdo de gases, DIVMS e AGV nao foram afetados pela administra¢do de
taurina. Uma resposta linear foi detectada para o pH (P = 0,006), com bovinos consumindo
0,1% de taurina tiveram o pH mais baixo. O ganho compensatério apresentado pelos
animais que passaram por restricdo de leite, mas ndo acelerou o desenvolvimento intestinal
e ruminal, enquanto que a suplementacdo de mananoligossacarideos provocou acelerado
crescimento das papilas ruminais e das vilosidades do jejuno. O manano-
frutoligossacarideo ndo modificou os parametros avaliados. A suplementacdo de taurina
ndo provocou alteragdo na fase de terminacdo de bovinos, entretanto, provocou queda no
PH ruminal.

Palavras-chave: crescimento, confinamento, ganho compensatério, manejo,
suplementagao.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physiological, biochemical and metabolic effects
of milk restriction and prebiotic supplementation in suckling calves, and the same effects of
supplementation of taurine in the bovine termination phase. Two experiments were executed to
achieve the mentioned objectives. In the first trial it was used 20 crossbred calves with
approximate initial weight of 38 kg and housed in individual pens for 56 days divided into two
periods of 28 days each. The animals were allocaded in four experimental groups: animals
receiving 6 L of milk in periods 1 and 2 (CON), animals with 50% milk restriction in the first
period and re-alimented in the second period (RES), animals without restriction and
supplemented of 5 g/day of mannanoligosaccharide (MOS) or mannan- frutoligosaccharide
(MFOS). The weight gain and feed intake were verified. Serum was used to determinate glucose,
lactate, creatinine, alkaline phosphatase, triglycerides, urea, toal protein and the hormones
ghrelin and leptin. In the brain, in the paraventricular region of the hypothalamus, ghrelin
receptor expression (GHS-R1a) was evaluated. The rumen and small intestine were used to
evaluate the development of the gastrointestinal tract: rumen papilla length, villus height and
intestinal crypt depth. We observed a lower weight gain of the restricted group in the first period
and no difference in the weight gain among groups in the second period. It was observed that
animals from the prebiotic supplemented (MOS) group showed a significant increase in jejunal
villus  height. Ruminal development was favored by the supplementation of
mannanoligosaccharides (MOS group), which significantly increased ruminal papillae length. No
difference was found for serum concentration of ghrelin and leptin among treatments in periods 1
and 2 (P> 0.05). Regarding the expression of ghrelin receptors in the paraventricular region of
the hypothalamus, there was no difference between the groups evaluated. The second experiment
was performed in 123 days with 80 finishing steers, mean initial weight of 507 kg and divided
into groups supplemented with: 0; 0.025; 0.05; 0.075 and 0.1% taurine in the diet. Changes in
performance were evaluated by weighing and control of the daily feed intake, carcass traits were
evaluated after animals slaughter with data provided by the slaughter hose, and the metabolic
changes were measured by plasma glucose, lactate, taurine and triglycerides values. Immediately
after slaughter, a sample of Sternocephalicus ventrally muscle was collected to analyze the
glycolytic potential. To complement the data from the second in vivo assay, an in vitro assay was
performed using ruminal fluid cultures. Measurements included concentrations of VFA, pH,
IVDMD and fermentative gas production for cultures containing 0; 0.025; 0.05; 0.075 and 0.1%
taurine on the substrate. Supplementation of taurine did not affect the final characteristics of
weight, HCW, DMI and carcass traits. Blood metabolites were not affected by administration of
taurine. In addition, the production of in vitro gases, the concentrations of IVDMD and VFA’s
were not affected by the addition of taurine. A linear response was detected for pH (P = 0.006)
and with cattle consuming 0.1% taurine had the lowest pH. The compensatory gain presented by
the restrictd milk animals, but did not accelerate the intestinal and ruminal development, while
the supplementation of mananoligosaccharides caused an accelerated growth of the ruminal
papillae and villi of the jejunum. Mannan-frutoligosaccharide supplementation did not accelerate
the development of suckling calves. Taurine supplementation did not cause any change in the
finishing phase of cattle, however, it caused a decrease in rumen pH.

Key words: growth, feedlot, compensatory gain, management, supplementation.



APRESENTACAO

Este trabalho foi realizado ao longo dos ultimos quatro anos, durante o curso de
doutorado que teve inicio no ano de 2015. A motivacdo foi a oportunidade de aprofundar os
conhecimentos nas estratégias alimentares para acelerar a producdo de bovinos em diferentes
fases de criag@o. Assim, foi proposto avaliar os efeitos de duas estratégias alimentares e verificar
o efeito no desenvolvimento de bezerros em fase de aleitamento, além disso, durante o doutorado
sanduiche foi sugerido analisar os efeitos da suplementacdo do amino acido taurina na fase de
terminagdo de bovinos. No primeiro experimento, partiu-se da hipotese de que a restri¢ao de leite
ou a suplementacdo de prebidticos podem causar alteragdes no metabolismo, alteracdes no
desenvolvimento do ramen e no intestino delgado, perfil hormonal e expressdo de receptores no
hipotdlamo. No segundo experimento, foi proposto que a suplementacdo de taurina poderia
modificar a performance, caracteristicas de carcaca, metabodlitos sanguineos e fermentacao
ruminal de bovinos em fase de terminacdo em sistema de confinamento.

Esta tese estd estruturada em cinco capitulos. O capitulo I abrange a natureza e a
importancia do tema, destacando a fundamentagdo tedrica dos diferentes topicos, com base na
literatura. No capitulo II estdo apresentados os objetivos da tese. Os capitulos III e IV foram
elaborados no formato de artigo cientifico, apresentando cada um deles os itens introdugao,
material e métodos, resultados e discussdo. Por fim, o capitulo V é um resumo dos principais

resultados dos dois experimentos e uma conclusdo geral sobre os assuntos abordados nessa tese.
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Capitulo I

REVISAO DA LITERATURA

I.1 Fase de aleitamento e o desenvolvimento do trato gastrintestinal de bovinos

O trato gastrintestinal (TGI) e seus O6rgdos acessorios t€ém como fungdes primdrias a
digestdo e a absorcdo de nutrientes essenciais para os processos metabolicos, sendo que, o
consumo alimentar e a habilidade de digerir os alimentos podem ser influenciados pela raga,
estagio de maturidade e a dieta fornecida aos animais (Klein et al., 1987; Peron et al., 1993).
Diferentes mecanismos fisiologicos sdo responsaveis pelo crescimento e diferenciagdo do trato
gastrintestinal, tais como, os processos bioquimicos associados com o tipo de alimento nos
compartimentos digestivos e as alteragdes hormonais relacionadas ao crescimento e atividade
orexigena, entre eles, a grelina, a leptina e o hormonio de crescimento (GH) (Arellanes-Licea e
Diaz-Muinoz, 2012).

Essas diferencas na capacidade de processar o alimento digerido podem estar relacionadas
as caracteristicas anatdmicas do TGI, como por exemplo, o tamanho relativo dos 6rgdos do trato
digestivo com o desenvolvimento dos animais (Guilloteau et al., 2009; Gerbert et al., 2017). Ao
longo do crescimento dos bovinos o TGI aumenta 3,3% da sua propor¢ao em relagdo ao peso
corporal e os 6rgdos responsaveis por esse aumento durante as primeiras semanas de vida sdo o
intestino delgado e os estomagos (Figura 1) (Guilloteau et al., 2009; Flaga et al., 2011). As
proporgdes ao nascimento para reticulo-rimen, omaso e abomaso sdo, respectivamente, 38%, 13%

e 49% e avangam para 67%, 18% e 15% no animal adulto (Otterby e Lin, 1981).

Figura 1. [lustragdo dos estdmagos de bovinos adultos.
Fonte: Pearson Scott Foresman - modificada (2018). Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3 A Abomasum_(PSF).png

Cada compartimento gastrico desempenha um processo fisioldégico especifico e o

desenvolvimento dos pré-estomagos divide o crescimento dos bezerros em trés fases: nao
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ruminante (até trés semanas de idade), fase de transicao (trés a oito semanas de idade) e ruminante
adulto (a partir de oito semanas de idade) (Heinrichs, 2005). A transi¢ao dos bezerros a condi¢ao
de ruminante funcional esta associada ao consumo de alimentos solidos e a producdo de acidos
graxos volateis (AGV’s), especialmente os acidos butirico e propidnico (Baldwin et al., 2004).
Nos primeiros dias de vida o leite € a principal fonte de nutrientes e, a0 mesmo tempo, o
abomaso ¢ a porcdo do estdmago com maior funcionalidade (Jasper e Weark, 2002). O leite
oferecido aos bezerros permite a formacao da goteira esofagica favorecendo a sua digestdo no
abomaso e intestino delgado. A goteira esofagica forma-se a partir da unido dos labios do sulco
rumino-reticular, por reflexo condicionado mediado pelos nervos sensoriais glossofaringeos e
nervo vago de agdao motora (Blowey, 1996). Compde-se assim um verdadeiro canal tubular no qual

o liquido ¢ conduzido diretamente ao abomaso sem passagem pelo ramen (Figura 2).

Figura 2. Goteira esofgica em bezerros.
Fonte: Disponivel em: http://vetufv.blogspot.com

Na fase de mudanca (trés a oito semanas de idade), a ingestdo de alimentos solidos,
principalmente concentrados e volumosos fermentaveis no rimen, induz o desenvolvimento dos
estratos epiteliais e a queratinizagdo da mucosa ruminal (Godfrey, 1961; Anderson et al., 1987).
Os estudos realizados por Zitnan et al. (2005), comprovaram aumento no tamanho das papilas
ruminais de bezerros em aleitamento que receberam alimentos so6lidos com maior proporc¢ao de
propionato na dieta. Por outro lado, quando os bezerros sdo alimentados somente com leite no

primeiro més de vida, apresentam limitado desenvolvimento do rimen com relagdo ao peso,
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capacidade, crescimento das papilas, grau de queretinizacdo, pigmentagdo e desenvolvimento da
musculatura ruminal (Baldwin et al., 2004).

Para animais ruminantes, as papilas sdo responsaveis pelo movimento da digesta e aumento
da area absortiva, pois a maior parte da absor¢do de acidos graxos volateis (AGV’s) e outros
metabolicos ocorre em nivel de papilas ruminais (Harrison et al., 1960). 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). Este processo pode ser
acelerado com a ingestdo de alimentos s6lidos, menor quantidade de alimentos liquidos na dieta e
producdo de AGV’s, como relatado anteriormente.

Embora as maiores alteragdes durante o crescimento de bezerros estejam relacionadas ao
ramen, o desenvolvimento do intestino esta intimamente ligado ao desempenho do animal. O
comprimento do intestino esta sujeito a um aumento significativo nas primeiras semanas de vida
com varia¢des de 30 a 50 m em fung¢do da raca e individualidade de cada animal (Biihler et al.,
1998; Sauter et al., 2004). Assim, como em outras espécies, o intestino dos bovinos ¢ dividido em
delgado e grosso. O intestino delgado ¢ subdividido em duodeno, jejuno e ileo e representa a maior
porcdo dos intestinos nos bovinos, sendo suas principais fungdes a digestdo e absorcdo de
nutrientes (Naburrs, 1995).

A mucosa do intestino delgado possui vilosidades e microvilosidades que sdo estruturas
especializadas para facilitar a absor¢ao de nutrientes (Biihler et al., 1998). Na base das vilosidades
encontram-se as criptas, que sdo responsaveis pela constante renovagdo celular no vilo. Para
Naburrs (1995), ¢ desejavel que a mucosa possua vilosidades altas e criptas rasas, contudo, essa
relacdo e as variacdes na morfologia intestinal podem ser determinadas pela alimentacao.

Nas primeiras 48 horas de vida dos bezerros essa mucosa ¢ altamente permeavel a entrada
de macromoléculas para facilitar a absor¢do de imunoglobulinas (IGs) advindas do colostro
(Baintner, 2002). Outra caracteristica exclusiva da fase de pré-ruminante ¢ a presenca de
enterocitos com grandes vacuolos para garantir o armazenamento das IGs e, segundo a teoria da
substitui¢do celular de Trahair e Robinson (1986), entre 5 e 7 dias de vida os enterocitos jovens
sdo substituidas por enterdcitos com pequenas vesiculas.

Posto isto, durante os primeiros meses de vida o bezerro tem que lidar com adaptacdes
fisiologicas e digestivas para iniciar a vida extra-uterina, para manter o estagio pré-fermentativo
durante um longo periodo e suportar o desmame (Guilloteau et al., 2009). Entretanto, muitas vezes
os animais nao se adaptam a todas essas transformacgdes e modificacdes na sua fisiologia digestiva
(Lalles et al., 2007). Nestes casos, a suplementacdo de substincias que agem como fatores de
crescimento ou aplicagdo de estratégias alimentares para ajudar a superar esses periodos e melhorar

a maturidade e digestibilidade do TGI, vem sendo cada vez mais utilizadas (Gorka et al., 2008).
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1.2 Prebidticos

Sabe-se que determinados tipos de alimentos, conhecidos como funcionais, promovem
efeitos benéficos sobre a saide de humanos e animais. Estes alimentos contribuem com a nutri¢ao
e contém substancias que podem ser consideradas biologicamente ativas e produtoras de beneficios
clinicos ou de saude (Komatsu et. al., 2008).

Os maiores impulsionadores da industria de aditivos usados na nutricdo animal sdo o
interesse na fisiologia do intestino, sua atividade no ecossistema microbiano e, principalmente, a
proibicao do uso de antibidticos como promotores de crescimento pelos paises importadores de
produtos carneos (Souza et al., 2010; Arvanitoyannis et al., 2005; Roberfroid, 2005). Quando
usados em doses subclinicas os antibidticos sdo capazes de selecionar os microorganismos
benéficos do trato gastrointestinal e melhorar o desempenho dos animais (Souza et al., 2010). Por
outro lado, existe uma preocupagdo crescente com o uso intensivo de antimicrobianos pela
possibilidade de deixarem residuos em produtos de origem animal e causarem resisténcia cruzada
(Leite et al., 2012).

Os prebidticos sdo aditivos alimentares nao digestiveis, que promovem crescimento de
microorganismos intestinais, que afetam beneficamente o hospedeiro (Samanta et al, 2012).
Especificamente, os prebidticos sdo carboidratos subdivididos em categorias como os
oligossacarideos, polissacarideos ou trissacarideos e podem ser obtidos de plantas ou leveduras.
Algumas caracteristicas desejaveis de um prebiotico foram descritas por Gibson & Roberfroid
(1995), entre elas, ndo ser metabolizado ou absorvido durante a passagem pelo trato digestivo
superior; atuar como substrato para as bactérias intestinais benéficas, que serdo estimuladas a
crescer e/ou tornar-se metabolicamente ativas; possuir capacidade de alterar a microbiota intestinal
de forma favoravel ao hospedeiro e induzir efeitos benéficos sistémicos ou apenas no intestino do
hospedeiro.

Ao chegar ao intestino delgado os prebioticos sdo utilizados como substrato por grupos
especificos de bactérias classificadas como benéficas, tais como, a familia dos lactobacilos e das
bifidobactérias (Samanta et al., 2012). Esses microorganismos fazem parte de um complexo
ecossistema microbial composto por uma minoria, cerca de 10%, de bactérias patogénicas (Berg,
1996) e a manutencao deste equilibrio intenta evitar o aparecimento de doengas agudas ou cronicas
que podem comprometer o desempenho do animal (Cummings e Macfarlane, 2002).

O resultado final da fermentagcdo dos prebidticos ¢ a producdo de AGV'’s, sendo eles, o
acetato, butirato e propionato (Samanta et al., 2012). Esses AGV’s sdo utilizados como energia
pelas células intestinais, garantindo um melhor desenvolvimento e renovacao celular (Figura 3)
(Kleessen et al., 2001). Barcelo et al. (2000), testaram os efeitos da suplementacdo de prebidticos

e mostraram que a suplementacdo deste aditivo aumentou a producdo de acetato e butirato no
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intestino e estimulou a produc¢do de mucina no célon isolado de ratos, acarretando em camada de
protecdo mais eficiente contra microorganismos nocivos. Entretanto, em experimentos como o
realizado por Heinrichs et al. (2009), a suplementa¢do de oligossacarideos ndo beneficiou o
desempenho de bezerros em fase de aleitamento, havendo apenas uma tendéncia no aumento de
bactérias benéficas e de imunoglobulinas fecais, o que sugere melhora na satde intestinal.

Os acidos graxos volateis também possuem a capacidade de se ligar aos receptores
acoplados a proteina G (Gpr41 e Gpr43), expressos pelas células do epitélio intestinal produtoras
do peptideo YY (PYY) (Tazoe et al., 2008). Este hormonio age inibindo a secre¢do gastrica,
esvaziamento gastrico, contracdo da vesicula biliar e reduz o tempo de transito gastrointestinal.
Sendo assim, ao serem ativados, esses receptores aumentam a producdo de PYY que favorece a
reducdo da motilidade intestinal e propicia maior absor¢ao de nutrientes do limen intestinal, em
especial dos acidos graxos volateis (Cani et al., 2009).

O aumento da producdo de PYY também estimula as fun¢des hormonais no sistema
nervoso central (SNC), inibindo neurdnios orexigenos do nicleo arqueado, induzindo saciedade.
Nesse contexto, estudos realizados com prebioticos indicaram que a maior produgao intestinal de
acidos graxos volateis, estd associada ao aumento da saciedade e consequente reducdo da ingestao
alimentar (Delzene et al., 2007). Em parte, tais efeitos relacionam-se ao aumento dos glucagon-
like peptide (GLP-1 e GLP-2) e PYY, que, em conjunto com redugdo da grelina, ocasionam efeitos
hipotalamicos relacionados ao mecanismo de recompensa. Cani et al. (2004) comprovaram a
redugdo da grelina circulante em ratos apos trés semanas de tratamento com diferentes tipos de
prebioticos. Neste experimento, o sangue foi coletado ap6s oito horas de privacao de alimento e
as modificagdes foram provocadas pela ingestao de frutanos.

Além das fungdes citadas, os prebidticos tém a capacidade de selecionar bactérias
produtoras de acido butirico e estimular o desenvolvimento das células de Goblet, que sdo
responsaveis pela produ¢do de muco. Este estimulo, aumenta a producdo e armazenamento de
muco e, consequentemente, aumenta a barreira de defesa no tecido intestinal, pois o muco previne
a fixacdo e translocacdo de bactérias através do epitélio (Samanta et al., 2012).

A protecao do epitélio intestinal pode ser expandida pela capacidade dos prebidticos de
atuar como substrato para microorganismos da familia dos lactobacilos e, como resultado dessa
selecdo, aumentar a produgdo de acido latico e baixar o pH luminal. A queda no pH altera a
fisiologia das colonias e pode inibir o crescimento e a atividade de bactérias patogénicas e reduzir
varias atividades enzimaticas bacterianas prejudiciais ao epitélio (Kleessen et al., 2001) (Figura

3).
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Figura 3. Mecanismo de agdo dos prebidtios. A microbiota intestinal pode fermentar prebidticos em AGV’s,
principalmente acetato, propionato e butirato. Os AGV’s diminuem o pH luminal, fornecem fontes de energia para as
células epiteliais e tém efeitos profundos nos moduladores da inflamacdo e nas regulagdes metabolicas. Uma
comunidade bacteriana bem equilibrada também pode melhorar a estrutura da mucosa intestinal. Algumas cepas
bacterianas produzem fatores antimicrobianos ou estimulam o sistema imunologico sinalizando células dendriticas.
Oligossacarideos e monossacarideos podem reduzir a colonizagio do patégeno, bloqueando os sitios receptores usados
pelos patdgenos para a ligagdo a superficie da célula epitelial.

Fonte: adaptado de Pourabedin & Zhao (2015).

Inumeros s@o os oligossacarideos que sdo utilizados na nutricdo animal como prebidticos,
com intuito de garantir a satde intestinal e melhorar o desenvolvimento do animal. Os
representantes mais comuns deste grupo sdo os manano e frutoligossacarideos (Samanta et al,
2012).

Os mananoligossacarideos (Mos) sdo representantes do grupo dos oligossacarideos
derivados da parede celular de leveduras Saccharomyces cerevisiae, abundantemente encontradas
na natureza em frutas citricas, cereais e vegetais. A parede celular das leveduras ¢ formada por
glucanos € mananos em proporgdes similares, 80 a 85%, enquanto a quitina estd presente em
pequena quantidade, aproximadamente 1% (Kollar et al., 1992). No processo de obten¢ao do Mos,
de acordo com Spring et al. (2000), as leveduras sdo fermentadas em uma mistura complexa de
acucares, a parede celular ¢ separada do conteudo intracelular e o liquido contendo Mos ¢
evaporado a baixa temperatura (spray dry) para evitar a destrui¢ao da sua parte funcional.

Segundo Franklin et al. (2005), os mananoligossacarideos melhoram o desempenho, a

funcdo imunoldgica e inibe a colonizagdo do trato digestivo por microrganismos indesejaveis em

algumas espécies animais. Um estudo realizado por este mesmo grupo de pesquisadores
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demonstrou que a suplementagdo de vacas com mananoligossacarideos pode aumentar a fungao
imune e proporcionar melhor transferéncia de imunidade passiva para seus descendentes,
diminuindo a mortalidade dos bezerros e os gastos com medicamentos.

Os Mos tém a capacidade de se ligar a superficie celular de algumas cepas de bactérias,
impedindo que as bactérias prejudiciais colonizem o trato intestinal, interferindo na ligacdo de
residuos de carboidratos na superficie da célula epitelial e garantindo a satide luminal (Spring et
al., 2000). Em estudo realizado por Gosh e Mehla (2012) com 36 bezerros em fase de aleitamento,
o qual os animais eram alimentados com feno e concentrado inicial proporcionais ao peso corporal,
e suplementados com 4 g de MOS/dia misturados no substituto do leite antes do fornecimento.
Nesse experimento, a suplementacao de prebidtico aumentou ganho de peso no grupo de bezerros
do grupo tratado e promoveu menor custo/Kg de ganho de peso o que refletiu em melhora no
crescimento e performance.

Em contrapartida, alguns experimentos que avaliaram a performance de bezerros ou
bovinos em fase de crescimento ndo corroboram com resultados benéficos mostrados
anteriormente (Donovan et al., 2002; Heinrichs et al., 2003; Morrison et al., 2010). Kara et al.,
(2015), investigaram os efeitos do Mos na performance, na frequéncia e severidade de diarreia em
20 animais. Neste experimento, os bezerros foram alimentados com leite e no grupo tratado foi
adicionado 7 g/dia de Mos por um periodo de 51dias. A suplementacdo de mananoligossacarideos
ndo afetou a performance e a incidéncia de diarreia, entretanto houve um acréscimo de 3,7% no
peso final dos animais do grupo tratado.

Outras consequéncias da suplementagdo do Mos citadas por Parnell e Reimer (2011), sdo
as alteracdes provocadas na secrecdo do hormodnio da saciedade, esvaziamento gastrico retardado
e o aumento do gasto energético. O mecanismo responsavel por esse efeito ¢ a reducao na liberagao
da grelina pelas células enddcrinas presentes na mucosa intestinal em resposta a estimulos de
nutrientes (Cani et al., 2009).

Outro grupo representante dos oligossacarideos que pode ser utilizado como aditivo para
animais sdo os frutoligossacarideos (FOS), como foi citado anteriormente. Na sua maioria, os FOS
sdo derivados de fibras soliiveis que podem ser obtidas pela hidrélise parcial da inulina (Gibson et
al., 1994). Este carboidrato ¢ conhecido por fornecer energia para plantas e ¢ frequentemente
originado das raizes da chicdria, beterraba, banana, alho, cebola, trigo e tomate (Spiegel et al.,
1994). Os FOS conseguem percorrer o TGI sem que sofram digestdo e atingir seu local de ag¢ao
seja no intestino delgado, isto € possivel pois apresentam varias ligacdes -(1,2) e B-(1,6) entre os
monomeros de frutose e estas ligagcdes ndo sdo hidrolisadas por enzimas endogenas (Xu et al.,
2000).

Ao chegarem ao intestino na sua forma integra os FOS agem como substrato para

microbiota intestinal benéfica e favorecem o crescimento de bactérias como os lactobacilos e as
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bifibobactérias provocando modificagdes no ambiente luminal (Tsukahara et al., 2003). O limen
se torna mais competitivo por substrato devido a rapida prolifera¢do de bactérias favoraveis e, ao
mesmo tempo, mais acido devido a maior concentragdo de acido latico, tornando-o improprio para
o desenvolvimento de bactérias nocivas (Samanta et al., 2012). Além disso, as células epiteliais
sdo estimuladas pela maior quantidade de AGV’s garantindo maior proliferagdo e renovagao
celular (Gorka et al., 2009; 2011).

Em humanos, resultados de estudos comprovam que o equilibrio produzido na flora
gastrointestinal pelo consumo de FOS estimula outros beneficios no metabolismo, tais como, a
redu¢do da pressdo sanguinea em pessoas hipertensas, alteracdo do metabolismo de &cidos
gastricos, reducdo da absorcdo de carboidratos e lipideos e a melhoria do metabolismo em
diabéticos (Yamashita et al.,1984, Spiegel et al., 1994).

Em outras espécies, como os bovinos, os efeitos desses aditivos foram testados por Grand
et al. (2011) que incluiram FOS em duas dosagens de 3 e 6 g no substituto do leite de 112 bezerros
com idade média de 10 dias e relataram que o prebidtico é capaz de reduzir a conversdo alimentar
de maneira dose dependente. Houve também um aumento da producdo de acido butirico o que
refletiu no aumento do peso de carcaca dos animais tratados.

Entretanto, alguns resultados ndo corroboram com a melhor performance de animais
suplementados com FOS, como por exemplo o estudo realizado por Kalfhold et al. (2000). Neste
experimento, os 14 bezerros destinados a produgdo de vitelo foram separados em grupo controle
e animais suplementados com 10 g/dia de FOS por um periodo de trés semanas e obtiveram o
mesmo desempenho e perfil metabdlico do grupo sem suplementacdo. Esta contradicdo de
resultados, assim como acontece na suplementacdo de Mos, pode ser explicada na maioria dos
estudos pela auséncia de desafio sanitario ou presenca de alguma enfermidade o que faz com que
as potenciais vantagens de satide e desempenho encontradas por outros autores sejam de dificil

detecgdo (Kara et al., 2015).

.3 Restri¢ao alimentar e ganho compensatorio

O ganho compensatorio de acordo com Muller e Teixeira Primo (1986), consiste no ganho
de peso mais rapido no periodo de realimentag@o apds os animais serem submetidos a um periodo
de restricdo alimentar, que ¢ capaz de deprimir o crescimento. Sabendo disto, a maioria dos
experimentos nesta area sdo divididos em duas fases. Na primeira fase o 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
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recebem a mesma quantidade de alimento ou ad libitum na mesma proporcao, este periodo ¢
conhecido como realimentado ou periodo compensatério (Nicieza & Alvarez, 2009).

Um dos principais objetivos de instalar um programa de nutri¢do que inclua a restri¢do
alimentar ¢ a possibilidade de reduzir o custo com alimentac¢do. A nutri¢do representa até 70% do
total investido nos sistemas de criagdo e a possibilidade de reduzir a exigéncia de alimentos e, por
consequéncia, reduzir a taxa de metabolismo basal pode acarretar em economia na cadeia
produtiva (O'Donovan, 1984).

A adaptacdo metabdlica provocada pela restri¢gdo alimentar resulta em menor peso dos
animais, devido & menor exigéncia na energia de mantenga, com posterior ganho compensatorio
no periodo de realimentacdo (Leeson e Zubair, 1997). Estudos anteriores ja comprovaram que
animais submetidos a restricdo alimentar apresentam uma recuperacao rapida apds perda elevada
de peso em um periodo curto (Ryan, 1990; Nicol e Kitessa, 1995).

Kumar et al. (2015), examinaram o efeito da restricdo alimentar no metabolismo, excre¢do
de nutrientes e performance de 15 caprinos com média de um ano de idade. Os animais foram
distribuidos em trés grupos: controle (C), restrigdo de 12,5 (RF-I) e 25% (RF-II) do total de
alimento oferecido aos animais do grupo C. Nao houve diferenga no peso final dos animais apos
60 dias de experimento, porém, ao analisarem o ganho de peso neste periodo o tratamento com
restricdo de 12,5% obteve os melhores resultados. Os autores associaram esses dados com a
melhora da digestibilidade e o aumento da eficiéncia na utilizagdo dos nutrientes por RF-I.

Para comprovar os efeitos da restricdo alimentar em bezerros Schaff et al. (2016)
submeteram 14 animais a uma dieta restrita de leite (seis L/dia) e compararam os impactos na
performance e desenvovimento com um grupo de 14 animais alimentados na forma ad libitum. Os
animais do grupo restrito tiveram melhor eficiéncia alimentar que o grupo sem restri¢do, ¢ ndo
houve diferen¢a na ocorréncia e gravidade das diarreias apresentadas pelos animais nesse periodo
experimental de 5 semanas.

Outro estudo que corrobora com os resultados positivos do uso da restricdo alimentar foi
realizado por Helal et al. (2011). Dessa vez, os animais utilizados foram 21 bufalos submetidos a
trés grupos experimentais: controle (grupo C), restricdo de 70% (grupo A) e 85% (grupo B) do
concentrado fornecido ao grupo controle. Nao foram encontradas diferenga entre os grupos para
os parametros peso final e ganho de peso, enquanto que os animais do grupo A foram mais
eficientes economicamente por terem consumido a menor quantidade média diaria de alimento,
com base na matéria seca, quando comparada aos outros grupos.

Sugeta et al. (2002), avaliaram o efeito da restricdo alimentar no ganho compensatério e
qualidade da carcaga de frangos de corte Ross. Neste experimento, o grupo controle recebeu ragao
na forma ad libitum nos 42 dias do ciclo produtivo, os grupos tratados tiveram restricdo alimentar

de 30 e 70% do consumo didrio do grupo controle entre o 82 e o 142 dias e foram realimentados
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ad libitum até os 42 dias. A restricdo de 70% ocasionou efeito negativos na performance e
qualidade de carcaca dos animais, enquanto que o grupo submetido a restricdo de 30% conseguiu
os mesmos resultados do grupo controle em todos os pardmetros avaliados, isto porque,
apresentaram crescimento acelerado no periodo de realimentagao.

As respostas no ganho compensatorio sdo variaveis devido aos inumeros fatores envolvidos
na manifestacdo do fendmeno, como por exemplo, fatores genéticos, fisioldgicos, nutricionais,
metabolicos, enddcrinos e aspectos comportamentais. Para os pesquisadores Ryan (1990) e Alves
(2003) os principais elementos que controlam os resultados sao a idade dos animais, a severidade
e a duracgdo da restri¢do alimentar.

Existe um consenso de que a restri¢do alimentar em fases iniciais do desenvolvimento
exige mais tempo para compensar totalmente os efeitos da alimentagao restrita quando comparada
a estagios mais avancados (Morgan, 1972). Dados de 74 experimentos desenvolvidos por Berge
(1991) demostraram que bovinos abaixo de seis meses de idade submetidos a restri¢do alimentar
demoraram em média 16 meses para compensar o desenvolvimento e, a0 mesmo tempo, animais
mais velhos precisaram de quatro a sete meses para se igualar ao grupo nao restrito.

No que se trata da severidade da restricdo, no sistema de criacdo convencional de bezerros
os animais recebem uma quantidade de leite considerada restrita, de aproximadamente quatro L
leite/dia (10% do peso corporal), como mostra o NRC (2001), e esta restri¢do vista como moderada
pode causar prejuizos ao desenvolvimento dos animais. O menor ganho de peso estd associado a
quantidade minima de leite que o bezerro necessita para o atendimento de sua exigéncia de
manuten¢do que pode variar de dois a trés L/dia. Sendo assim, o fornecido de quatro L/dia
atenderia apenas as necessidades de mantenca e esse valor pode ser usado como referéncia para o
periodo de restricdo. Enquanto que o fornecimento de mais um L/dia de leite, no periodo de
realimentacdo, seria o suficiente para possibilitar quase o dobro de ganho de peso e taxa de
crescimento corporal (Soberon et al., 2012).

Alteragdes na dieta sdo capazes de modificar o metabolismo dos ruminantes, alterando
hormdnios metabolicos, principalmente se comparados antes e depois do periodo de privacao
(Webb et al.,, 2004). O eixo somatotrofico, constituido principalmente pelo hormoénio do
crescimento (GH), pelos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-I e IGF-II), pelos
hormonios da tiredide T3 e T4, pelas proteinas transportadoras e pelos receptores, exerce papel
fundamental sobre o controle do metabolismo (Cerviere et al., 2005).

Durante o periodo de restri¢cdo alimentar a concentragdo de GH tende a aumentar e na fase
de ganho compensatorio diminuir (Cassady et. al., 2009; Choi et al., 1997). Desta forma, o status
nutricional ¢ o consumo de alimentos influenciam marcantemente a secrecao deste hormonio.
Forsyth (1996), afirmou que o aumento do GH no periodo de restricao reflete a tentativa do animal

em mobilizar as reservas de tecido adiposo e assim diminuir o efeito do balango energético
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negativo. Anteriormente, Thomas et al. (1991), sugeriram que a restrigdo de alimentos causa
mudanga na secre¢do dos inibidores e liberadores do GH no hipotdlamo, aumentando o seu nivel
sanguineo.

Associado ao aumento nos niveis do GH na fase de restrigdo ocorre a redugdo nos niveis
de fator de crescimento semelhante a insulina (IGFs) no soro, que pode ser causada por redugao
dos efeitos anabolicos do hormdnio do crescimento (Ketelslegers et al. 1995). Nesta ocasido, ha
sintese diminuida de tireoglobulina que ¢ um complexo glicoprotéico fundamental para sintese de
hormonios tireoideanos (T3 ¢ T4) (Nunes, 2003; Gerrits et al., 1998).

A menor concentragdo dos hormdnios tireoidianos media a reducdo da taxa de metabolismo
durante a restri¢ao alimentar, enquanto que os niveis de GH, insulina e IGF’s na re-alimentagao
podem estar contribuindo para o efeito de crescimento compensatério, permitindo que maiores
quantidades de alimento ingerido sejam divididas em dire¢do ao crescimento do tecido, ao

contrario das necessidades de energia de manutencao (Hornick et al., 2000; Choi et al., 1997).

1.4 Grelina

A grelina ¢ um hormoénio polipeptidio composto por 28 aminoéacidos, originalmente
descoberta por Kojima e seus colaboradores no ano de 1999 em pesquisa para um secretagogo
endogeno do hormoénio de crescimento (Kojima et al., 1999; Hosoda et al., 2000). A grelina
circulante encontra-se na forma acilada e nao acilada, sendo que, cerca de 80% da grelina total
circulante encontra-se na forma ndo acilada. Este processo de acilacdo ocorre no aminoécido
serina 3 no reticulo endoplasmatico e ¢ catalisado pela enzima O-acyltransferase (GOAT) (Yang
et al., 2008). Alguns fatores podem alterar a expressdo e atividade da enzima GOAT, como por
exemplo, disponibilidade de nutrientes, principalmente os 4cidos graxos (Kojima et al., 2004). A
acilagdo ¢ necessaria para que a grelina seja capaz de atravessar a barreira hemato encefélica
(BHE) e ligar se ao seu receptor (Korbonits et al., 2004).

As células produtoras de grelina se concentram, na sua maioria, na regido do corpo do
estomago de monogastricos e no abomaso e rumen de ruminantes (Date et al., 2000; Gottero et al.,
2004). No entanto, também foram encontradas células imunorreativas no intestino delgado, célon
e pancreas (Kojima e Kangawa, 2005).

Foram descobertos dois tipos de receptores de grelina — GHS-R1a e GHS-R1b, entretanto
somente o receptor GHS-R1a ¢ descrito como funcional (Kojima et al., 2004). O receptor GHS-
R1a ¢ uma proteina G com sete dominios na membrana e esta mais abundantemente expresso nas
células do hipotdlamo, na regido que medeia a ingestdo de alimento, homeostase energética e

niveis de glicose sanguinea (Hosoda et a., 2000). Outras regides como o pancreas, trato



26

gastrointestinal e coragdo podem conter uma menor quantidade de receptores GHS-R1a (Kojima
e Kangawa, 2005).

Acredita-se que a secrecdo de grelina ocorre de forma pulsatil ao longo dia e ¢ regulada
segundo a concentragdo das suas formas circulantes e segundo o ciclo circadiano (Hosoda et al.,
2000). Esta secregao estd aumentada em condi¢des de balango energético negativo, por exemplo,
durante jejum prolongado e em estados de hipoglicemia, e t€ém sua concentragdo diminuida apos
a refeicdo ou administracdo intravenosa de glicose (Jurimae et al., 2003; La Cava e Matarese,
2004). Outras pesquisas envolvendo liberacdo desse hormonio, em humanos, mostram que sdo os
tipos de nutrientes contidos na refei¢ao, e nao o seu volume, que sdo os responsaveis pelo aumento
ou decréscimo pods-prandial dos niveis plasmaticos de grelina (Crispim et al., 2007; Kojima e
Kangawa, 2005). Em novilhos, Wertz-Lutz et al. (2010a) demonstraram que composi¢do ¢ a
quantidade de matéria seca ingerida ndo influenciou as concentragdes de grelina enquanto o
balango energético positivo foi mantido.

Por algum tempo, acreditou-se que a expansdo do estdmago também fosse um fator
limitante da liberacdo de grelina. Contudo, Tschop et al. (2000), mostraram que ao preencher 50%
do estobmago de ratos com 4gua, para causar expansdo, ndo houve variagdo do nivel de grelina
sérico, enquanto que ao usar solucdo de glicose os niveis de grelina foram reduzidos. Isto sugere
que fatores como o esvaziamento gastrico e absor¢do de nutrientes, especialmente glicose, sdo
essenciais para causar a redugdo da grelina circulante (Williams et al., 2003).

Em casos de restri¢gdo alimentar ou caldrica em que hé a reducdo de disponibilidade de
nutrientes circulantes a liberagcdo da grelina se mantém elevada para prevenir a queda da glicose
sanguinea (Figura 4). Este hormonio age na reducdo da secre¢dao da insulina por acdo direta ou
indireta nas células pancreaticas B (Dezaki et al., 2007); aumento na secrecao de glucagon por
acoes diretas ou indiretas em células pancreaticas o (Sun et al., 2006); acdes no cérebro para
aumentar a secrecdo de glucagon e a ingestdo de alimentos; estimula a liberagdo do GH que, no
cenario apropriado, pode induzir a autofagia hepatica e fornecer substratos para a gliconeogénese.
O aumento do glucagon plasmatico e as agdes cerebrais da grelina também estimulam a
gliconeogénese pela inducdo da expressdo da enzima gliconeogénica hepatica (Chuang et al.,
2011).
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Figura 4. Mecanismos de agdo da grelina na tentativa de manter os niveis séricos de glicose normais e evitar
prolongada hipoglicemia.
Fonte: adaptado de Mani e Zigma (2017).

A grelina ¢ um horménio com multiplas fungdes, conhecida por ser estimuladora da
liberacdo de GH nas células somatotroficas da hipofise e do hipotdlamo, sendo o ligante endégeno
para o receptor secretagogo de GH (GHS-R) (Seoane et al., 2004). A maioria dos estudos que
avaliaram a funcdo da grelina na regulagdo da secrecdo de GH foram realizados visando a medicina
humana, porém, ¢ provavel que esta fun¢ao seja semelhante em animais.

Para avaliar as caracteristicas da secre¢do de grelina em bovinos leiteiros e sua influéncia
sobre o GH, Miura et al. (2004) utilizaram quatro vacas e trés bezerros com média de 3 meses de
idade. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (8:00 e 16:00 h) e as amostras de sangue
para analise de grelina e GH foram coletadas das seis as 10 da manha e das duas as seis da tarde
com intervalos de 20 minutos. A concentragdo de grelina nas vacas apresentou queda apds as
refei¢des e sofreu efeito diurno, porém, ndo foi encontrada interagdo com os valores de GH. Nos
bezerros, os resultados foram maiores para o hormonio GH e menores para grelina quando
comparados com as vacas apesar de ndo ter havido ritmo diurno de excrecdo da grelina e nem

significativa correlacdo com o GH sérico.
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Os efeitos da grelina no balango energético sdo, pelo menos em grande parte, mediados
pelo hipotalamo (Nakazato et al., 2001; Lu et al., 2002). Korbonits et al. (2004) propuseram trés
vias diferentes para os efeitos indutores de apetite da grelina. Primeiro, ap0s a liberagdo na corrente
sanguinea pelo estdmago, a grelina pode atravessar a BHE e se ligar a seus receptores no
hipotalamo (Banks et al., 2002). Segundo, a grelina pode atingir o cérebro através do nervo vago
e do ntcleo do trato solitario (Ueno et al., 2005). Terceiro, a grelina ¢ produzida localmente no
hipotalamo, onde pode afetar diretamente os varios nucleos hipotalamicos (Cowley et al., 2003).

O nucleo arqueado (ARC) apresenta duas subpopulagdes de neurdnios orexigenos, os que
produzem o neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao gene Agouti (AgRP), e os que
expressam pro-opio-melanocortina (POMC) e transcritos relacionados & anfetamina e cocaina
(CART), neurdnios anorexigenos POMC/CART. A grelina exerce efeitos excitatorios sobre
neurdnios produtores de NPY/AgRP e sobre os neuronios do ntcleo paraventricular e do
hipotalamo lateral, estimulando o apetite. Este hormonio também atua sobre a via anorexigena,
inibindo os neur6nios POMC/CART e, assim, prevenindo a perda de apetite (Batterham et al.,
2007; Geary, 2004).

A relacdo das concentracdes plasmaticas de grelina com o consumo de racdo e os
hormoénios indicativos do estado nutricional de bovinos foram avaliadas por Wertz-Lutz et al.
(2014b). Nesse estudo, dois bovinos receberam dieta de terminagdo uma vez ao dia as 8 da manha,
enquanto que os dois animais do grupo restrito ficaram por 48 horas sem alimentagao e, apds esse
periodo, houve restabelecimento da dieta. As amostras de sangue foram coletadas a partir das 22
horas de restricdo com intervalos diferentes até o encerramento do periodo de 48 horas. Os animais
que foram submetidos a restri¢do tiveram os niveis de grelina e GH aumentados em relagdo aos
animais do grupo controle. Além disso, os animais que foram alimentados demonstraram oscilacdo
na liberagdo da grelina, sendo esta mais elevada nos momentos que antecederam o fornecimento
de alimento. Entretanto, nenhum efeito foi visto nos niveis de glicose para os dois grupos de
animais.

Outro estudo com objetivo de determinar se as concentragdes circulantes de grelina
estavam relacionadas com a ingestdo de matéria seca de animais em fase de terminagdo foi
realizado por Foote et al. (2014). Foram utilizados 245 animais no experimento ¢ durante os 84
dias de estudo os cochos eram vistoriados diariamente para ajustar a quantidade de ragdo que era
oferecida aproximadamente as 8 horas da manhd. A coleta de sangue ocorreu 29 dias apos o
término das coletas de dados de performance e os resultados para grelina total ficaram com média
300 pg/mL. Houve correlagdo positiva para ingestdo de matéria seca e niveis de grelina acilada e
negativa para grelina total, glicose e lactato plasmatico. Esses resultados sugerem que que a grelina
circulante pode ser usada como pardmetro para modelos de predi¢do de consumo em bovinos em

terminagao.
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Além das fungdes supracitadas, a grelina desempenha outras agdes que abrangem o sistema
cardiovascular, aumentando o débito cardiaco e diminuindo a pressdo arterial (Nagaya et al.,
2001), efeitos sobre a motilidade gastrica ja sdo definidos como o aumento da secre¢do acida, do
esvaziamento gastrico e do turnover das células na mucosa (Masuda et al., 2000; Date et al., 2000;
Yakabi et al., 2008). Trabalhos experimentais conseguiram demonstrar efeitos anti-inflamatorios
e antifibréticos da grelina mediante a modulagdo na secre¢do de citocinas, que atuam na cascata
da inflamacao, estimulando uma nova linha de pesquisa para tratamento de doengas autoimunes,
respiratdrias, hepaticas e inflamatorias intestinais (Otero et al., 2004; Moreno et al., 2008).

Como a grelina tem como efeitos principais a liberagdo do apetite e atividade de liberacdo
do horménio do crescimento, ela pode potencialmente moderar o efeito da anorexia em bezerros
recém-nascidos, aumentar o ganho de peso corporal e potencialmente melhorar a resisténcia a
desafios patoldgicos e ambientais no inicio da vida (Itoh et al., 2005). O peso corporal e a condi¢ao
inicial de vida sdo os melhores preditores de desempenho produtivo e reprodutivo nas préximas

fases da produgado.

1.5 Bovinos em fase de terminacgao

Em um ciclo de produ¢@o de bovinos a fase final ¢ conhecida como fase de terminacado e
representa aproximadamente 16% da vida do animal. Neste periodo, o animal aumenta
proporcionalmente a deposi¢do de gordura enquanto que a deposi¢do de proteina ¢ menor (Owens
et al.,, 1993). Os sistemas de gestdo sdo moldados pelas variagdes no clima regional,
disponibilidade de recursos naturais e cultura, e as estratégias mais utilizadas na terminagao sdo:
pastejo, confinamento convencional, confinamento no pasto e semi-confinamento (Itavo et al.,
2007; Esterhuizen et al., 2008; Agastin et al., 2010).

O confinamento convencional tem como caracteristica principal o fornecimento ad libitum
de concentrado e volumoso diretamente no cocho. Enquanto que, o confinamento a pasto e o semi-
confinamento o volumoso ¢ oriundo da pastagem e se diferenciam pela quantidade de concentrado
oferecido, ad libitum e quantidade controlada, respectivamente (Silva et al., 2009; Koscheck et al.,
2010).

O sistema de terminagdo adotado tende a influenciar a qualidade da carne bovina. Estudos
anteriores t€ém mostrado que os animais na fase final em sistema de pastejo possuem carne
geralmente mais magra (menor teor de gordura intramuscular) e com diferentes caracteristicas de
cor quando comparada a carne bovina terminada em dietas de alto grao (Duckett et al., 2009;

Dunne et al., 2006; Realini et al., 2004). Entretanto, para caracteristicas de maciez, suculéncia e
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marmoreiro nao foram encontradas diferencas entre os sistemas de terminac¢ao no estudo realizado

por Pardomingo et al. (2012).

1.6 Carne DFD

A rentabilidade da industria da carne ¢ baseada em animais com alta eficiéncia alimentar,
rapido crescimento e custo minimo. No entanto, esse modelo de produgao resulta em animais mais
suscetiveis ao estresse e, consequentemente, maior incidéncia de cortes DFD (Figura 5), do inglés
dry, firm e dark — seca, firme e escura (Adztey e Nurul, 2011).

A carne DFD apresenta coloragcdo mais escura, alto pH e aparéncia seca devido a uma série
de fatores, entre eles, clima, promotores de crescimento, género, genética, praticas de manipulagao
antes do abate e transporte (Scanga et al., 1998). O pH anormalmente alto (> 6) resulta em menos
desnatura¢do da mioglobina e facilita um nivel mais alto de metabolismo aerébico na superficie,
além disso, promove alta capacidade de retencao de 4gua que causa a aparéncia ressecada (Adztey
e Nurul, 2011).

Carne DFD

Figura 5. Carne DFD. A carne DFD apresenta coloragdo mais escura quando comparada a carne normal, devido ao
pH mais alto no post mortem.

Fonte: Ana Maria Bridi - adaptado (2019). Disponivel em:
http://www.uel.br/pessoal/ambridi/Carnesecarcacasarquivos/Transformacao.pdf

A deterioracdo da carne esta associada a mudangas na cor, textura, odor e sabor e o pH ¢
um importante determinante da qualidade da carne e do crescimento microbiano, portanto, um
indicador para sua resisténcia a deterioracdo (Brooks et al., 2008). O pH post mortem da carne ¢
determinado pela quantidade de 4cido latico produzido a partir do glicogénio muscular durante a
glicolise anaerobia, e esta reacdo pode ser impedida se o glicogénio disponivel for esgotado por

fadiga, inani¢do ou pelo medo e estresse do animal antes do abate (Tarrant, 1989). Desta forma, o
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glicogénio ¢ o principal precursor na formagdo de carne 4cida e interage com outros fatores na

determinagdo da qualidade da carne e ndo aparecimento da carne DFD.

1.7 Glicogénio

O glicogénio ¢ definido como o estoque de carboidrato (aglicar) no organismo e sua
estrutura quimica ¢ composta por um polimero de glicose de cadeia ramificada relativamente
simples, com um pequeno nucleo de proteina (Pethick et al., 1994; 1999). Esta molécula possui
cerca de 5500 residuos de glicose e sua estrutura ¢ adaptada para funcionar como fonte de energia
e otimizar sua utilidade acumulando a glicose no menor volume possivel e maximizando o nimero
de extremidades ndo redutoras acessiveis para a primeira enzima do ciclo glicogenolitico — a
fosforilase (P6so e Puolanne, 2005).

Dois tipos de moléculas de glicogénio foram identificadas baseadas na solubilidade em
acido perclorico (HCIO4) (Alonso et al., 1995). A menor forma, conhecida como proglicogénio
(méximo de 400 kDa) ndo ¢ soluvel em HClO4 devido sua alta taxa de proteina/carboidrato.
Enquanto que a maior forma, macroglicogénio (~10° kDa) possui menor taxa de
proteina/carboidrato e ¢ soluvel em HClO4 (Ferguson e Gerrard, 2014). A concentragdo e
utilizagcdo de cada uma dessas duas formas ainda ndo esta completamente descrita, entretanto, o
que se conhece ¢ que em situagdes de baixo glicogénio disponivel, tanto proglicogénio quanto
macroglicogénio contribuem igualmente na glicogenolise (Rosenvold e Andersen, 2003).

Quantitativamente, o figado e o musculo respondem pela maioria das reservas de
glicogénio do corpo, apesar de varios tecidos serem capazes de sintetizé-lo, incluindo rim, coracdo
e cérebro (Roach et al., 2016). No tecido muscular, a quantidade de glicogénio depende da espécie
do animal e do tipo do musculo, além disso, acredita-se que o papel do glicogénio no musculo
esquelético seja menos influenciado pela nutricdo e mais pelos efeitos do estresse ou pelas
demandas energéticas do musculo (McVeigh e Tarrant, 1982).

Um dos procedimentos realizados no momento do abate dos animais destinados para
producdo de carne que altera a fonte de energia utilizada para contragdo ¢ a sangria. No musculo
recém-abatido o aporte de oxigénio cessa, porém, a homeostase muscular continua e o musculo
necessita de energia para que estas contracdes acontegam (Bendal e Taylor, 1972). Deste modo, o
musculo passa a executar contracdes com a degradacao das fontes de energia de forma anaerodbica,
e ¢ neste meio que ocorre um dos fendmenos mais importantes em termos tecnoldgicos de carne:
a glicolise post mortem (Tarrant, 1989).

No meio anaerébio a energia que o musculo utiliza provém do glicogénio, mais

especificamente da glicolise, que ocorre para ressintetizar o ATP e utiliza-lo na homeostase. Essa
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reagdo gera como produto o &cido lactico, e este, sem a circulagdo sanguinea ¢ incapaz de chegar
até o figado para ser metabolizado e se acumula no tecido muscular provocando queda no pH da
carne (Ferguson e Gerrard, 2014). Sendo assim, a quantidade de é4cido produzida pode variar
conforme a disponibilidade de glicogénio presente no musculo

Em bovinos, a concentragdo de glicogénio em estado de repouso e satide normal ¢ de cerca
de 94 pumol/g e esse valor varia entre o tipo de musculo e, principalmente, ao tipo de fibra
predominante (McVeigh e Tarrant, 1982). Baseado nos estudos de Pethick et al. (1999) os
musculos com predominancia das fibras Ila possuem maiores concentragdes de glicogénio. No
post mortem os valores encontrados sdo menores (45 — 55 umol/g) em comparagdo com o nivel
real antes da morte pois existe o rapido consumo de glicogénio em situagdes de estresse
(Przybylski et al., 2006). A quantidade livre de glicogénio deve ser suficiente para que o pH, em
cerca de 24 horas, esteja entre os valores 5,8 —5,5. Ao atingir esses valores ha inibi¢do enzimatica
e a glicolise anaerodbica paralisa (Ferguson e Gerrard, 2014).

Por outro lado, animais abatidos em condic¢des de estresse por um periodo mais prolongado
apresentam pouca variacdo do pH na massa muscular em relacdo aos animais abatidos em
condi¢des normais, causada pela baixa concentracdo do glicogénio no momento de abate. Nesse
caso, o pH final fica estabilizado em um valor maior e, como consequéncia, as proteinas
musculares tem uma maior capacidade de retengdo de dgua e a carne é escura, ocasionando o
fendomeno chamado de DFD (dark, firm, dry), como citado anteriormente (Tarrant, 1989).

Para atestar a diferenga entre o aporte de glicogénio muscular antes e depois do abate
Lahucky et al., (1998) realizaram um experimento com 43 bovinos. Nesse estudo os animais foram
divididos em dois grupos: A (controle e ndo estressados) e grupo B (estressados pré-abate). Os
animais percorreram uma pequena distancia até o abatedouro e logo na chegada os animais do
grupo A foram abatidos, enquanto que o grupo B foi misturado a outros animais na baia de espera
e 14 permaneceram durante uma noite (overnight). O estresse causado ao grupo B logo antes do
abate causou deplecdo no glicogénio muscular (umol/g) ante mortem (33,3 + 10,2) quando
comparado ao grupo A (60,8 £ 11,3), como consequéncia desse resultado, o pH mensurado 48
horas apds o abate também foi diferente entre os grupos 5,66 + 0,23 para o grupo A e 6,70 £ 0,24
para o grupo B, comprovando que a exaustdo metabolica anterior ao abate ¢ um fator que favorece
a ocorréncia de cortes DFD.

Além do estresse como agente causador de baixo glicogénio durante a transformacao do
musculo em carne, existe um efeito relacionado a nutri¢do, tais como, consumo de racao ¢ a
qualidade do alimento (Pethick et al., 1999). Nesse contexto, Rosenvold et al. (2001) fizeram um
estudo com o objetivo investigar se os estoques de glicogénio muscular em suinos poderiam ser
diminuidos por meio de alimentagdo estratégica de acabamento antes do abate. Os animais (n=60)

foram separados em grupos com alimentacdo padrdo (controle) e sete grupos com dietas pobres
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em carboidratos digestiveis (grupos experimentais). Os estoques de glicogénio muscular foram
reduzidos no musculo longissimus (LM) de 11 a 26% no momento do abate em suinos que foram
alimentados com as dietas experimentais em comparagdo com o grupo controle. A qualidade da
carne mensurada pelo pH e cor final no misculo LM em metade dos suinos 24 horas apds a morte,
mostrou que o pH final ndo foi afetado pela reducdo nos estoques de glicogénio nos musculos de
suinos alimentados com qualquer uma das dietas experimentais. No entanto, a carne de suinos
alimentados com duas das dietas experimentais foi mais escura do que a carne dos animais
alimentados com a dieta controle.

Para avaliar a influéncia da nutricdo no nivel de glicogénio em bovinos em fase de
terminagdo Pethick et al. (1994), compararam animais terminados em pastagem seca em dezembro
(sudoeste da Australia) com o nivel encontrado em novilhos terminados consumindo ra¢dao. Além
disso, os novilhos foram comparados quanto ao local de permanéncia, em baias individuais em
uma estacao de pesquisa comparada a um confinamento comercial. Ao final do experimento o
nivel de glicogénio foi drasticamente reduzido nos novilhos em pastagem seca quando comparados
com a ragdo de confinamento. Houve uma redu¢ao menor, embora significativa, do glicogénio no
confinamento comercial em relagdo aos animais individualmente alojados.

Além de testar a qualidade do alimento fornecido, alguns estudos investigam a
suplementa¢do de aminoacidos com a finalidade de aumentar o aporte de glicogénio para
momentos de estresse e intensificacao de atividade fisica. Entre eles, Kato et al. (2017), mostraram
que, ao suplementar lisina na alimentacdo de ratos que foram submetidos a inducdo elétrica da
contracdo (simulando exaustdo muscular) o conteudo de glicogénio muscular aumentou em cerca
de 15% quando comparado a ratos que receberam o mesmo tratamento, porém sem suplementagao

de lisina.

1.8 Taurina

A taurina ¢ um aminodcido considerado condicionalmente essencial para a maioria dos
mamiferos e essencial para algumas espécies, como por exemplo, gatos (Huxtable, 1992; Sturman,
1993). A quantidade total de taurina encontrada no organismo ¢ um balango entre trés fontes: (i)
sintese a partir de metionina/cisteina, (ii) absor¢ao da taurina contida nos alimentos pelo intestino,
(ii1) excre¢do como sal biliar e taurina ndo conjugada em urina através do rim (Lambert et al.,
2015). Em humanos a concentra¢gad plasmatica de taurina varia de 10 a 100 uM, sendo que nos
tecidos metabolicamente mais ativos a concentragao ¢ superior (Huxtable, 1992).

A sintese endogena de taurina ocorre por duas vias principais, cisteina ou metionina.

Entretanto, independente do precursor, a reagdo metabolica final consiste em uma oxidagdo do
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grupo sulfidrico seguido por uma descarboxilagdo a hipotaurina, e entdo, a taurina ¢ obtida por
uma espontanea ou oxidagdo enzimatica (pela hipotaurina desidrogenase) da hipotaurina (Figura

5) (Jcobsen € Smith Jr, 1968; De Luca et al., 2015).
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Figura 6. Biossintese da taurina a partir dos aminoacidos cisteina e metionina. A sintese ocorre primariamente no
figado, apesar que outros tecidos podem contribuir para essa sintese baseada na presenca de enzimas chaves. Algumas
espécies, como os felinos, ndo conseguem sintetizar a taurina e dependem drasticamente da taurina ingerida (Adaptado
de De Luca et al., 2015).

O transporte da taurina através da membrana ¢ controlado por dois principais
transportadores: TauT (SLC6A6) ¢ PAT-1 (SLC36A1). O transportador TauT ¢é sddio (Na*) e cloro
(CI') dependente, possui alta afinidade com a taurina e, a0 mesmo tempo, baixa capacidade de
transporte, enquanto que o PAT-1 ¢ pH dependente, possui baixa afinidade e alta capacidade de
transporte da taurina (Anderson et al., 2009). Estudos com ratos knockout para o transportador
TauT resultaram em redu¢ao de 90% da taurina nos tecidos, mostrando que o transportador PAT-
1 ndo foi capaz de compensar a auséncia de TauT (Warskulat et al., 2004; Lambert et al., 2015).

A taurina € encontrada livre, isto €, ndo ¢ usado na sintese protéica e por isso ¢ o mais
abundante aminodcido livre distribuido, principalmente, nos tecidos dos mamiferos, tais como,
coragdo, retina, figado, encéfalo e células sanguineas (Huxtable, 1992; Chen et al. 2012). Estudos
iniciados nos anos 60 t€ém mostrado as principais fun¢des da taurina (Jcobsen e Smith Jr, 1968;
Huxtable, 1992; Sturman, 1993). Dentre as principais fungdes metabolicas desempenhadas pela
taurina estdo a regulagio intracelular de célcio (Ca?"), redugdo de niveis plasmaticos de inflamagéo
e marcadores oxidativos, fun¢do mitocondrial e aumento plasmatico de adiponectina (You et al.,
2013; Murakami et al., 2016).

No metabolismo lipidico a taurina estd envolvida na biotransformagdo do colesterol em
acido biliar no figado aumentando a secrecdo de insulina e, consequentemente, reduzindo o

colesterol sanguineo (Chen et al. 2016). No musculo esquelético a taurina pode atuar na modulacdo
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de canal i6nico, estabilidade da membrana e homeostase de Ca™ (Huxtable, 1992; Warskulat et
al. 2004). Este aminoéacido pode ser considerado um estabilizador de membrana, pois controla a
excitabilidade muscular através da proteina C kinase (PKC) com modulagdo mediada por canal de
cloreto ou de outros canais id6nicos (Conte Camerino et al., 2004).

Para comprovar o papel da taurina no musculo esquelético muitos estudos t€ém mostrado
que a mudanca na concentragdo muscular de taurina leva a mudangas no musculo, incluindo a
menor forca produzida, velocidade do potencial de acdo e capacidade de exercicio (Hamilton et
al., 2006; Warskulat et al., 2004). Em estudo desenvolvido por Horvath et al. (2016), quatro
semanas de suplementacdo de taurina resultou em maior resisténcia a fadiga e recuperacao da forca
no musculo de contracdo rapida. Resultados similares foram retratados no experimento de Terril
et al. (2016), em que os tratamentos com suplementagao de taurina levaram a um aumento do teor
de aminoacidos no musculo e a melhora da forga muscular esquelética e redugdo da inflagao.

A administragdo oral de taurina aumentou a concentracao de glicogénio no figado apds a
carga de glicose, como relatado por Kulakowski e Maturo (1984). A partir desses resultados os
pesquisadores Takahashi et al. (2014), iniciaram experimentos com a inten¢do de descobrir se a
administracdo de taurina estimula a reposicao de glicogénio pos-exercicio no musculo esquelético.
De fato, foi observado aumento da reposicdo de glicogénio no musculo esquelético dos
camundongos tratados com taurina em compara¢do com os ratos controle apos o exercicio de
endurance. Além disso, os resultados mostraram que a administragdo de taurina aumentou
significativamente a atividade voluntaria de corrida de roda apds o exercicio extenuante em
camundongos. Esses resultados sugerem que o tratamento com taurina pds-exercicio aumentou a
reposi¢cdo de glicogénio no musculo esquelético e melhorou o desempenho durante o exercicio
subsequente.

Um dos mecanismos que poderia explicar o aumento do glicogénio muscular com a
suplementa¢do da taurina foi proposto por Takahashi et al. (2016). Estes autores relataram que a
reposi¢do de glicogénio no musculo esquelético e foi associada a concentragdes mais altas de
acidos graxos livres (AGL) séricos durante a fase pos-exercicio em camundongos, sendo assim,
existe a possibilidade de que a administracdo de taurina possa poupar carboidrato para a reposicao
de glicogénio no musculo esquelético durante a recuperagio pds-exercicio.

Outros resultados do mesmo grupo de autores sugerem que a taurina estd envolvida na
regulagdo da glicogenolise / glicolise no musculo esquelético em repouso, durante o exercicio e
na recuperagao pds-exercicio, pois o tratamento com taurina atenuou o aumento do nivel de lactato
sanguineo durante o exercicio, e este ¢ considerado como um indicador da ativagdo da
glicogenolise / glicolise no musculo esquelético. Entretanto, até o0 momento, os mecanismos pelos

quais a taurina melhora o aporte de glicogénio no tecido muscular nao foram esclarecidos.
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Visto a importancia de um aporte nutricional adequado nas diferentes fases do
desenvolvimento de bovinos com o intuito de maximizar o aproveitamento dos alimentos, reduzir
os custos de produ¢do e aumentar o aporte glicogénio muscular; a utilizacio de manobras
alimentares como a restricdo ou suplementagdo de prebidticos ou taurina possa auxiliar na

performance e desenvolvimento de bovinos em diferentes estdgios de crescimento.
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Capitulo 11

OBJETIVOS

Na presente proposta de trabalho, objetivou-se encontrar alteragdes metabdlico-hormonais

ao avaliar a inclusdo de prebidtico e alimentacdo restrita em bezerros mesticos em fase de

aleitamento. Assim como, detectar alteragdes no desempenho, qualidade de carcaca, perfil sérico

bioquimico e glicogénio muscular de bovinos alimentados com dietas com niveis de taurina.

Para isso, foram conduzidos dois experimentos. Especificamente no experimento I

pretendeu-se:

Determinar os parametros bioquimicos como proteinas totais, glicose, creatinina, ureia,
lactato, fosfatase alcalina e triglicerideos de bezerros lactentes;

Avaliar concentragdes plasmaticas de leptina e grelina de bezerros lactentes alimentados
com suplementagdo de prebidticos ou submetidos a restricao alimentar;

Verificar a influéncia da restricdo alimentar e da inclusdo de MOS e MFOS sobre a
expressdo génica de receptores de grelina na regido paraventicular do hipotdlamo de
bezerros mesticos em fase de aleitamento;

Avaliar o desenvolvimento do epitélio intestinal e do rimen de bezerros lactentes.

Os objetivos especificos do experimento II foram:

Avaliar o impacto da suplementac¢do de taurina no desempenho e na qualidade de carcacga
de bovinos em confinamento;

Medir alteragdes nas concentragdes sanguineas de glicose, lactato, taurina e triglicerideos
totais;

Avaliar o impacto da suplementag@o de taurina no glicogénio muscular disponivel;
Determinar varia¢des na suplementacdo de taurina na qualidade da carcaga (peso da
carcaga, grau de rendimento, grau de qualidade, escore de marmoreio, espessura da

gordura subcutanea, area de olho de lombo).
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Capitulo I11

RESTRICAO ALIMENTAR E SUPLEMENTACAO DE PREBIOTICO NO
DESENVOLVIMENTO DE BEZEROS EM FASE DE ALEITAMENTO
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INTRODUCAO

Ao nascerem, os bezerros apresentam seus compartimentos estomacais pequenos € nao
desenvolvidos e, por esse motivo, sdo cosiderados ndo ruminantes. Nesta fase inicial, o animal
consome baixa quantidade de alimentos s6lidos fazendo do leite a principal fonte de nutrientes e
o abomaso, o estdmago com maior atividade (Jasper e Weark, 2002). A transi¢do para ruminante
funcional ocorre de forma gradativa e ¢ influenciada, principalmente, pela ingestdo de concentrado
e volumoso (Baldwin et al., 2004; Zitnan et al., 2005). As maiores mudancas, em termos de
desenvolvimento vao ocorrer no rimen, que representa juntamente com o reticulo, apenas 30% do
total dos quatro compartimentos ao nascimento (Otterby e Lin, 1981). Este 6rgao sera colonizado
por diferentes tipos de microrganismos e terd desenvolvida sua musculatura, parede interna, como
também a secrecdo de enzimas funcionais na parede do rimen (Carvalho et al., 2003).

Este desenvolvimento acelerado também ocorre no intestino nas primeiras semanas da vida
extra uterina podendo esse o6rgdo dobrar de comprimento. Todas essas mudangas morfologicas e
fisiologicas geram estresse no animal e, muitas vezes, compromete seu desempenho (Guilloteau
et al.,, 2009). Desta maneira, a fim de assegurar o desenvolvimento do trato gastrintestinal ¢
extremamente importante aplicar manejos adequados na nutricdo e garantir uma maior
rentabilidade ao final do ciclo produtivo. Para isso, existem vdrias técnicas disponiveis que visam
melhorar o crescimento, a saide ¢ amenizar os custos com alimentagdo dos animais em fase de
aleitamento (Anderson e Nagaraja, 1987).

Os prebiodticos sdao aditivos que possuem efeito modulador da microbiota intestinal
evitando a ocorréncia de diarreias e parasitoses (Oliveira et al., 2009), e em funcdo desse efeito,
podem ser utilizados como estratégia para garantir a melhoria da absor¢do de nutrientes,
desenvolvimento intestinal e melhor crescimento dos bezerros (Samanta et al., 2012). Um dos
grupos de prebidticos conhecidos sdo os oligossacarideos e seus representantes mais usados para
auxiliar no desenvolvimento do trato gastrointestinal (TGI) sdo os mananoligossacarideos (MOS)
e os frutoligossacarideos (FOS).

Além de melhorar o ambiente intestinal, a ingestdo de prebidticos pode atuar no controle
da saciedade e na redugdo da massa gordurosa. Dados de estudos realizados por Cani et al. (2009)
indicam que o mecanismo associado a esta resposta ¢ o decréscimo na secre¢do de grelina,
hormoénio que atua estimulando a fome e a procura por alimento. Apesar dos avangos recentes,
poucos autores dedicaram-se a investigar a relagdo entre o efeito dos prebidticos sobre a expressao
da grelina em bovinos.

Outra alternativa para reduzir os custos com alimentacdo e acelerar o processo de
desenvolvimento do trato gastointestinal, ¢ o uso de alimentacdo restrita de leite por tempo

determinado, que visa um desenvolvimento acelerado na fase de realimentagao (O'Donovan, 1984;
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Webb et al., 2004). A restri¢do de leite promove redugdo da exigéncia para energia de mantenga
devido ao menor peso corporal com consequente ganho compensatdrio no periodo de
realimentacdo (Leeson e Zubair, 1997). Portanto, este estudo foi conduzido com intuito de
comparar os efeitos da restricdo de leite e da suplementa¢do de prebidticos na alimentacdo de
bezerros em fase de aleitamento e verificar alteragdes metabdlicas-hormonais que possam
promover melhor desenvolvimento, crescimento, ganho de peso e saude animal para o preparar os

animais para fase de desmame.

MATERIAL E METODOS

Animais, instalacdes e manejo

Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa foram aprovados pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Goids (CEUA-UFG) que gerou o
protocolo n°017/2016.

O experimento foi realizado no Setor de Suinocultura da Universidade Federal de Goias
(UFG), Campus Samambaia — Goids, por um periodo de 60 dias com quatro dias de adaptagdo e
dois periodos experimentais de 28 dias cada. As instala¢des foram adaptadas para baias individuais
com quatro m? que continham cobertura e piso de concreto. No experimento foram utilizados 20
bezerros leiteiros, cruzados zebu x holandés, com peso inicial 37,83 +4,92 Kg que foram captados
de produtores leiteiros da regido, em um raio de 50 km da cidade de Goidnia no estado de Goias.

Nos locais de nascimento os procedimentos realizados ficaram limitados a cura de umbigo
com solu¢do de iodo a 10% e fornecimento de colostro em até seis horas ap6s o 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 (Figura 7), pesados e a cura de umbigo foi extendida por mais trés dias com
aplicagdo didria de soluc¢do de iodo na concentragdo de 7% . Os animais foram alocados em baias
individuais e a limpeza e desinfeccdo do ambiente era realizada por meio de lavagens didrias com

utilizacdo de solugdo de hipoclorito (10%).
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Figura 7. Bezerro do ensaio experimental. Na chegada do experimento os animais eram identificados por meio de
brincos.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Apo6s o periodo de adaptacdo os vinte bezerros foram pesados e submetidos a quatro
tratamentos:
Tratamento CON: alimentacdo sem restri¢do de leite nos dois periodos (6 L/animal/dia).
Tratamento RES: alimenta¢do com restri¢do de leite no primeiro periodo (3 L/animal/dia) e sem
restricdo alimentar no segundo periodo (6 L/animal/dia);
Tratamento MOS: alimentacdo sem restricao de leite nos dois periodos e suplementagdo de 5 g de
mananoligossacarideo.
Tratamento MFOS: alimentagdo sem restricao de leite nos dois periodos e suplementagdo de 5 g
manano-frutoligossacarideo.

A restrigdo alimentar do grupo experimental RES seguiu a linha do tempo abaixo:

Restricao Realimentacao (dias)

0 28 56

O manejo alimentar foi constituido de leite e alimento solido fornecido ad libitum e
constituido de feno e concentrado experimental a base de milho, farelo de soja e premix mineral

(Tabela 1). As analises dos alimentos foram realizadas no Laboratdrio de Nutricdo da Escola de
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Veterinaria e Zootecnia da UFG. As amostras de concentrado e feno fornecidos e das sobras, em
pool mensal de duas amostras semanais, foram pré-secas em estufa a 65°C e posteriormente
analisadas para matéria seca (MS) (105°C), cinzas, proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE)
segundo AOAC (2000). O leite foi fornecido as 8h da manha e 3h da tarde e os aditivos MOS
(GlucanMos — Yes, Brasil) e MOS+FOS (GlucanMosFos — Yes, Brasil) foram dissolvidos no leite
em quantidade de 5 g/animal, dividido em duas porg¢des didrias 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 agua 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 ingestdo de alimento pelos animais no sistema (Figura 8).

Tabela 1. Composi¢do bromatologica do leite e alimentos s6lidos. Foram oferecidos feno de capim

Tifton, concentrado inicial e leite aos bezerros durante o periodo experimental.

Concentrado Feno Leite
Matéria seca (MS) (%) 88,30 92,20 13
Matéria mineral (% MS) 6,72 5,32 -
Proteina bruta (% MS) 13,62 12,17 3,50
Extrato etéreo (% MS) 2,50 1,60 -

Os bezerros foram inspecionados diariamente para avaliagcdo do estado geral, hidratagdo e
ocorréncia de diarreia. Para tratar os dias em diarreia foi fornecido soro oral (20 g de glicose de
milho, 5 g NaCl, 4 g NaHCO3 e 1 g KClI para um litro de 4gua) e, quando necessario, foi realizado
exame clinico completo e adotadas as medidas indicadas pelo médico veterinario. Apos 10 dias de
coleta de dados um animal do grupo MOS morreu por causas desconhecidas e esse grupo

permaneceu com n=4 até o final do periodo experimental.
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Figura 8. Fornecimento de alimento s6lidos. Os bezerros em fase de aleitamento tinham disponivel para livre consumo
feno e concentrado inicial.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Coleta de dados e amostras

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 balan¢a mecanica de capacidade de 100 Kg (ValFran —

modelo 602, Sdo Paulo, Brasil) para obten¢ao dos dados.

Perfil metabdlico e hormonal

Para determinagdo do perfil metabolico e hormonal dos bezerros, amostras de sangue
venoso foram coletadas via puncdo 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, Sao Paulo, Brasil) para analises de grelina total, leptina, glicose, triglicerideos,

lactato, fosfatase alcalina, creatinina e uréia. Apds as coletas, as amostras eram armazenadas em
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cooler com gelo e transportadas até o Laboratério de Enzimologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB II) 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.

Nas coletas de sangue com intuito de determinar a concentragdo sérica de grelina e leptina
as amostras foram centrifugadas imediatamente apds a coleta a 200 xg em uma temperatura de 4°C
por 15 minutos, o sobrenadante (500 pL) foi transferido para microtubos plasticos e armazenados
em freezer a -80°C. Para grelina, os microtubos foram previamente preparados com adi¢ao de 50

ul de acido cloridrico na concentracao de 0,1 molar/mL para manter a estabilidade deste hormdnio.

Material para histomorfometria

O abate dos animais ocorreu no abatedouro do Instituto Federal Goiano na cidade de
Urutai, distante aproximadamente 170 km da cidade de Goiania. Nesta ocasido, os bezerros foram
transportados com um dia de antecedéncia e passaram por um jejum de, no minimo, oito horas.
Durante a necropsia, foram coletadas amostras cérebro (regido paraventricular do hipotadlamo) a
fim de determinar a expressdo de receptores de grelina (Figura 9). Apds a coleta e lavagem do
material com agua destilada, as amostras dos tecidos foram acondicioadas em microtubos,
congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas em freezer -80°C.

Outros trés fragmentos (3 x 5 cm) de tecidos provenientes do saco dorso cranial esquerdo
do rimen, por¢ao medial do duodeno e do jejuno foram coletados durante a necropsia. As amostras
foram presas pelas extremidades, com o auxilio de grampos, a um papel cartdo previamente
identificado e colocadas em formol tamponado para fixacdo. Os fragmentos permaneceram no
formol neutro e tamponado por 24 horas sendo que neste periodo houve uma troca desta solugao.
Apos esse tempo, os tecidos foram cuidadosamante lavados em dgua corrente e mantidos em alcool

70% até a confeccdo das laminas.
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Figura 9. Coleta de material histologico. Uma amostra da regido do hipotadlamo foi coletada durante a necropsia para
mensurar a expressao de receptores de grelina.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Analises Laboratoriais

Parametros bioquimicos

Os parametros séricos de fosfatase alcalina, glicose, triglicerideos, lactato, creatinina e
uré¢ia foram dosados, em triplicata, por testes colorimétricos no Laboratorio de Anélises Clinicas
e Ensino em Satude da UFG (LACES-UFG), com leitura em espectrofotdmetro automatico.

A analise 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).

O lactato sérico foi dosado por meio de teste enzimdtico (Labtest Diagndstica 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 andlise de proteina total sérica utilizou-se kit enzimatico Proteina Total (Labtest
Diagnostica S.A.) sendo a determinagao 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).
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A analise de ureia sérica foi realizada utilizando-se kit enzimatico Urea CE (Labtest
Diagnéstica 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).

A andlise de fosfatase alcalina foi realizada através do kit Fostase Alcalina Liquiform
(LAbtest Diagnoéstica S.A.), utilizando-se filtro de 405 nm com leitura feita em sistema automéatico
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 bioquimica - Modelo Labmax
Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A andlise de creatinina foi realizada através do kit Creatinina (Labtest Diagnostica S.A.),
utilizando-se filtro de 510 nm com leitura feita em sistema automatico para bioquimica - Modelo

Labmax Plenno (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Quantificacdo hormonal

Neste estudo, as amostras de soro que estavam em freezer - 80 °C foram acondicionadas
em caixas de isopor com gelo seco para o transporte da cidade de Goidnia no estado de Goids até
Maceié em Alagoas. No Laboratério de Reatividade Cardiovascular do ICB - Universidade
Federal do Alagoas (UFAL), foram realizadas as dosagens séricas de grelina e leptina, pela técnica
de Elisa Sanduiche, de acordo com os protocolos descritos a seguir:

Dosagem de grelina sérica:

Em uma placa de poliestireno com 96 pogos foram pipetados 100 uL. de anticorpos para
grelina (AAU93610 RayBiotech®, Norcross) por pogo, logo depois, a placa foi selada e incubada
overnight a 4°C na concentragdo de 1pg/mL. Na sequéncia, a placa foi lavada cinco vezes com
tampao de lavagem (50 mM Tris-HCI contendo Tween®-20) e bloqueada por uma hora com BSA
1%. As amostras de soro, da curva padrao e branco foram adicionadas nos pogos correspondentes
na quantidade de 20 pL e a placa foi incubada overnight a 4°C. Sequencialmente, a placa foi lavada
cinco vezes com tampao de lavagem e, apos as lavagens, adicionou-se 100 pL de anticorpo de
detecgdo (Detection Antibody; 0,25 pg/mL) (Peprotech®) para todos os pogos. Cobriu-se a placa
com o selador e incubou-se a temperatura ambiente por 4 horas em um shaker em uma velocidade
moderada, em torno de 150 rpm. Apds a incubagdo, o selador foi removido, as solugdes descartadas
e a placa foi lavada cinco vezes com tampao de lavagem. Na sequéncia, 100 pL de Enzyme

Solution (estreptavidina -“horseradish” peroxidase conjugada em PBS) foi pipetado em cada pogo
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e a placa foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora no shaker (~ 150 rpm). Ao final da
incubagdo, a placa foi lavada 5 cinco vezes com tampdo de lavagem. Adicionou-se 100 pL de
Substrate Solution (3, 3°, 5, 5’-tetrametil-benzidina em PBS com H202) em cada pogo, cobriu-se
a placa com o selador e incubou-se no shaker por aproximadamente 30 minutos (tempo onde a cor
azul comegou a ser formada nos pogos). Adicionou-se rapidamente 100 pL da solugdo stop (Stop
Solution 0,3M HCI) e a leitura da absorbancia foi realizada nos A= 450 e 590. Registrou-se a
diferenga das unidades de absorbancia (450 nm — 590) e os dados foram tabulados e analisados no
pacote Excel® a partir da equagao da reta.

Dosagem de leptina sérica:

Em uma placa de poliestireno, 100 puL de anticorpos para leptina (500-P86 Peprotech®,
Rocky Hill) foram pipetados por poco, posteriormente, a placa foi selada e incubada overnight a
4°C na concentracdo de 1pg/mL. Na sequéncia, a placa foi lavada 5 vezes com tampao de lavagem
(50 mM Tris-HCI contendo Tween®-20) e bloqueada por 1 hora com BSA 1%. As amostras de
soro que foram diluidas duas vezes, a curva padrao de leptina (0,23—30 ng/mL) e o branco foram
adicionadas (20 pL) nos pocos correspondentes e placa foi incubada overnight a 4°C.
Sequencialmente, a placa foi lavada cinco vezes com tampao de lavagem. Adicionou-se 100 pL.
de Detection Antibody 0,25 pg/mL (Peprotech®) para todos os pogos. Cobriu-se a placa com o
selador e incubou-a a temperatura ambiente por quatro horas em um shaker em uma velocidade
moderada, em torno de 150 rpm. O selador foi removido, as solugdes descartadas e a placa foi
lavada cinco vezes com tampdo de lavagem. Na sequéncia, 100 pL de Enzyme Solution
(estreptavidina-“horseradish” peroxidase conjugada em PBS) foi pipetado em cada pogo e a placa
foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos no shaker (em torno de 150 rpm). Ao final da
incubagdo, a placa foi lavada 5 vezes com tampao de lavagem. Adicionou-se 100 puL. de Substrate
Solution (3 tetrametil-benzidina em PBS com H>0z) em cada poco, cobriu-se a placa com o selador
e incubou-se no shaker por aproximadamente 15 minutos para que a reagdo ocoresse. Adicionou-
se rapidamente 100 pL da solugdo stop (Stop Solution 0,3M HCI) e a leitura da absorbancia foi
realizada nos A= 450 e 590. Registrou-se a diferenca das unidades de absorbancia (450 nm — 590)

e e os dados foram tabulados e analisados no pacote Excel® a partir da equacao da reta.

Western Blotting

A expressao de receptores de grelina na regido paraventricular do hipotdmo 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 quantificacdo das

proteinas.



48

Para a extragdo das proteinas, as amostras foram retiradas do freezer - 80°C e
homogeneizadas em solu¢do tampao para extracdo da proteina total. Inicialmente, as areas foram
lisadas e homogeneizadas, com auxilio de amassador de vidro e adi¢do de 250 puL de tampao de
lise constituido de NP40 (1%), deoxicolato de sodio (0,5%), SDS (1%), pool de enzimas e agua
MilliQ. Apoés a extragdo 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 plastico previamente identificado.

A quantificagdo das proteinas foi determinada usando o método de Bradford (Bradford,
1976). Primeiramente, foram preparados os padrdes da curva de calibragdo nas concentragdes
0,125 pg/mL, 0,5 ng/mL, 0,75 pg/mL e 1,0 pg/mL a partir de uma solugdo estoque de BSA 10
mg/ml. Em uma placa de poliestireno foram aplicados 5 pL dos padrdes, branco e amostras em
triplicata e 195 pL de reagente Bradford em cada pogo com posterior incubacgio de cinco minutos
em temperatura ambiente. Com o fim do tempo de incubagdo foi realizada a leitura em
espectofotdmetro 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 pg).

Com os dados obtidos o proximo passo realizado foi a preparagdo das amostras em
duplicatas para separagdo em gel de poliacrilamida. Para isso, foi adicionado, de acordo com os
resultados da fase anterior, os volumes de agua MilliQ, amostras e 5 pL de load com posterior
incubacdo em agua fervente por cinco minutos. A partir desse momento, as amostras estavam
prontas para visualiza¢do das proteinas estruturais e respectivos pesos moleculares da grelina por
meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida.

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.
Apos esse processo, o 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 separagdo, sendo que as diferencas entre eles ¢ a concentracdo de acrilamida
e bisacrilamida utilizada. O gel de separagdo a 10% foi aplicado nas placas e apods sua
polimerizacdo 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 pogo do gel, obedecendo-se rigorosamente o mesmo volume de
30 e 5 uL/poco, respectivamente. A fonte utilizada foi ligada e conectada aos eletrodos da cuba

estabelecendo corrente elétrica entre os pdlos negativo e positivo. A voltagem inicial utilizada foi
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estabelecida entre 80 — 100 volts (V) e assim que o padrdo 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 tampao de transferéncia que era
armazenado na geladeira.

Ao término da eletroforese, o gel foi removido e colocado em recipiente plastico com
tampao 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 tampao 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 p6lo negativo da cuba e a membrana
para polo positivo. Dentro do suporte que acondicionava o conjunto foi adicionado tampao 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 solu¢do de Ponceau S por
30 segundos. Depois da coloragdo, a membrana foi cortada em tiras proxima 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 liga¢cdo, a membrana foi colocada em um recipiente
plastico com solucdo 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 agitagdo constante. No final desse
processo as membranas foram lavadas tréa vezes com TBT 1x por dez minutos cada lavagem.

Para dilui¢do dos anticorpos primarios foi utilizada a solugdo de BSA 3% (0,3 g de
albumina bovina e 10 mL de TBT 1x). O anticorpo para receptor de grelina (Bioss, bs-11529R)
foi diluido para obter a concentracdo 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 incubagao, retirou-se
as membranas dos saquinhos e foram realizadas trés lavagens com TBT 1x por dez minutos cada
uma.

A dilui¢do dos anticorpos secundarios (Amersham ECL Anti-rabbit - NA 934) foi feita em
solugdo de leite em pd 5% nas concentragdes de 1:4000 e 1:5000 para grelina e GAPDH,
respectivamente. As faixas de membrana foram incubadas com os anticorpos em saquinhos
plasticos selados com agitacdo constante por 90 minutos em temperatura ambiente. Apds a

incubagdo, retirou-se as membanas e foram realizadas trés lavagens com TBT 1x por 15 minutos
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cada uma. Na Uultima lavagem as membranas permaneceram na solugdo até o momento da
revelacao.

Por fim, as membranas foram reveladas em fotodocumentador (ImageQuant™ LAS 4000)
pelo método de quimiluminescéncia com tempo de exposi¢do a solugdo 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

padrao (GAPDH) para posterior analise estatistica.

Preparo das laminas histoldgicas do rimen e intestino delgado

No Setor de Patologia da Escola de Veterindria e Zootecnia 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 (4
um) e corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) proposta por Montanholi et al. (2013).

Os tecidos coletados durante o abate estavam fixados em alcool e aproximadamente 1 cm?
foi cortado do centro da amostra para iniciar o processo de confe¢do das laminas. Estes fragmentos
foram processados em um processador de tecidos por 8:45 horas (Tissue processor: LupeTec
PTOSTS; Sao Carlos, Brasil). Na sequéncia, os fragmentos foram imergidos em parafina
histologica a temperatura de 60°C e incluido um fragmento por bloco de parafina. Depois do
resfriamento do material foram realizados os cortes em micrétomo com seccdes de 4 pm de
espessura. Os cortes obtidos foram fixados em laminas histologicas que foram coradas por
hematoxina — eosina.

Para coloragdo, as laminas foram imersas em xilol por 25 minutos e depois transferidas
para uma sequéncia de etanol de concentracdes decrescentes (absoluto, 95°GL e 80°GL)
permanencendo por dois minutos em cada recipiente para reidratagdo do material.
Sequencialmente, as laminas foram imersas em hematoxilina por 3 minutos e, depois desse tempo,
foram colocadas em cubas e em dgua corrente por 25 minutos e finalmente imersas em eosina por
30 segundos. 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 10
segundos em cada alcool. As laminas foram banhadas duas vezes em xilol por 15 e 40 segundos
e, por fim, montadas com a utilizagdo de balsamo do Canadd, superpondo-se uma laminula de
vidro em cada lamina.

Ap6s o preparo das amostras e coloracao das laminas, foi realizada a avaliagdo do epitélio

ruminal e intestinal em microscopio otico (Leica DM2500, Nussloch, Alemanha) com aumento de
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25 e 50 vezes, respectivamente, segundo metodologia proposta Lesmeister (2004b). Foram
mensuradas 10 £+ 5 papilas e 5 = 2 vilosidades intestinais para obter o comprimento das papilas,
altura de vilosidades e profundidade de cripta de cada animal. Os valores utilizados na analise

estatistica foram as médias das mensuragdes de cada paradmetro em cada bezerro.

Analise estatisticas

Os valores sdo apresentados como a média + o erro padrdo da média (EPM). Todas as
variaveis foram examinadas por ANOVA de uma via, considerando o tratamento como fator. O
teste de comparagdes 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.

RESULTADOS

Performance

As médias de ganho de peso nos periodos 1, 2 e o ganho total de peso de bezerros
submetidos a restri¢ao de leite ou suplementados com prebioticos estdo apresentados na Figura 10.
A média de ganho de peso durante o periodo 1 (Figura 10B) para os animais do grupo RES foi
menor que o controle, o que nao foi verificado nos grupos MOS e MFOS (RES: 13,18 + 0,9 Kg;
CON: 18,54 + 1,4 Kg; MOS: 17,63 + 1,4 Kg; MFOS: 18,64 £+ 1,3 Kg). No periodo 2 (Figura 10C),
ndo houve diferenca entre os grupos no ganho de peso corporal. No final do experimento (dia 56
= periodo 1 + periodo 2) o ganho de peso total foi semelhante entre os grupos (Figura 10A - CON:
86,79 + 8,6 %; RES: 85,28 £ 9,1 %; MOS: 78,56 + 10,9 %; MFOS: 87,81 + 10,43%,
respectivamente). As Figuras 10D e 10E representam o consumo de alimento s6lido dos animais
durante os periodos 1 e 2, respectivamente. Nenhuma diferenga entre os grupos foi encontrada
para o consumo nos primeiros 28 dias de experimento, em contrapartida, no periodo 2 os animais
RES tiveram maior consumo de alimentos sélidos comparado aos outros animais (RES: 875,2 +

34,0 g; CON: 686,3 £ 21,0 g; MOS: 640,3 + 22,8 g; MFOS: 638,4 £ 18,1 g).
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Figura 10: Performance de bezerros em fase de aleitamento. Os animais foram suplementados com prebiodticos ou
submetidos a restri¢do de leite por 28 dias (periodo 1). A: Porcentagem de ganho de peso ao longo do experimento;
B: Ganho de peso no periodo 1 (28 dias); C: Ganho de peso no periodo 2 (28 dias); D e E: Consumo de alimento
solido. Valores sdo apresentados como média + erro padrio. * P <0,05.
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Parametros séricos bioquimicos

Os metabolitos e as concentracdes hormonais obtidas de todos os grupos sdo mostrados nas
Figuras 11 e 12, respectivamente. Nao houve diferencas entre grupos e periodos de tratamentos
com relagdo aos niveis séricos de lactato (Figura 11A), proteinas (Figura 11B), creatinina (Figura
11E), ureia (Figura 11F) e fosfatase alcalina (Figura 11G). O nivel de triglicerideo (Figura 11C)
foi mais alto no grupo MFOS comparado ao RES no primeiro periodo e nenhuma alteragao foi
encontrada para os outros grupos no mesmo periodo ou entre os grupos no periodo 2. A glicose
ndo diferiu entre os grupos nos dois periodos experimentais (Figura 11D), no entanto, foi menor
nos animais RES no periodo 1 comparado ao periodo 2. A restri¢do de leite (RES) e suplementacao
de prebidticos (MOS e MFOS) nao modificaram os niveis séricos de grelina (Figura 12A) e leptina
(Figura 12B).
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Figura 12: Concentra¢des hormonais de bezerros em fase de aleitamento. Os animais foram suplementados com
prebiodticos ou submetidos a restrigdo de leite por 28 dias. A: Grelina (ng/mL); B: Leptina (ng/mL). Valores sdo
apresentados como média + erro padrdo. * P <0,05.

Histomorfometria intestinal e ruminal

A Figura 13 mostra o efeito da restri¢do do leite e da suplementagdo com prebidticos em
papilas do rumen e vilosidades do intestino delgado de bezerros. O comprimento das papilas do
ramen (Figura 13A) foi maior (P <0,05) nos animais alimentados com MOS (1536,04 £ 67,10 um)
quando comparado com bezerros CON (1284,33 £ 58,92 um) e RES (1159,47 £ 46,87 um). No
entanto, a suplementacdo com manano-frutoligossacarideos (MFOS) ndo afetou o tamanho das
papilas (1323,95 £ 66,34 um). A suplementagdo de mananoligossacarideos (MOS) aumentou a
relacdo da altura das vilosidades do jejuno (676,21 + 32,59 um) (P <0,05) em comparagdo com
CON (551,59 £ 27,58 um) e RES (478,08 + 28,64 um) e, ao mesmo tempo, foi similar 8 MFOS
(603,29 £ 39,04 um) (Figura 13B). A altura das vilosidades duodenais foi semelhante entre os

tratamentos (Figura 13B) (P> 0,05). A profundidade da cripta no duodeno e jejuno foram
semelhantes entre os grupos (P> 0,05) (Figura 13C).
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Figura 13: Histomorfometria de papilas ruminais e mucosa do intestino delgado de bezerros. A: Comprimento de
papila ruminal; B: Altura de vilosidade intestinal do jejuno e duodeno e profundidade de cripta (C) apos 56 dias de
estudo. Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo. * P <0,05.

Expressdo dos receptores de grelina

A expressao dos receptores de grelina na regido paraventricular do hipotalamo foi analisada
pela técnica de Western Blotting e os resultados dessa analise podem ser vistos na Figura 14. Nao
foi verificada diferenga entre os grupos C, RES, MOS e MFOS (P > 0,05) para este parametro

avaliado.
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Figura 14: Expressdo de receptores de grelina na regido paraventricuar do hipotadlamo de bezerros em fase de
aleitamento. Valores s2o apresentados como média = erro padrao. * P <0,05.

DISCUSSAO

Durante o periodo 1 foi observado um menor ganho de peso dos animais que foram
submetidos a restricdo de leite (RES). Estes resultados estdo de acordo com o proposto por Ryan
(1990) e Hogg (1991) que afirmaram que durante o periodo de restri¢gdo alimentar pode ocorrer
crescimento mais lento. Para atender as necessidades energéticas de mantenga os bezerros em fase
de aleitamento necessitam diariamente de 325 g de solidos do leite ou 2,6 Kg de leite (Dracley,
2008) e, no nosso estudo, os animais do grupo RES receberam 3 L ou cerca de 3,09 Kg de leite/dia,
o que foi capaz de manter as fungdes vitais do corpo. Apesar disso, os 0,4 Kg de leite recebidos
como nutrientes em excesso ndo foram suficientes para promover o mesmo crescimento observado
nos outros grupos experimentais (CON, MOS e MFOS) durante o periodo 1.

Esse crescimento poderia ter sido compensado pelo estimulo a ingestdo de alimentos
solidos quando os animais sdo submetidos a restricdo de leite, como relatado por Baldwin et al.
(2004). Entretanto, nossos resultados demonstram que ndo houve diferenca entre os grupos para o
consumo de alimentos s6lidos no periodo 1 (Figura 10D). O consumo de concentrado ¢ muito
pequeno nas primeiras semanas, independente da quantidade de leite ou sucedaneo fornecido aos

animais (Sweeney et al., 2010) e, além disso, Van Amburgh (2003) relatou que apenas apds o
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primeiro més de idade os bezerros sdo capazes de ingerir alimentos solidos em quantidade
suficiente para suprir a demanda de energia metabdlica. Corroborando com nossos achados,
experimentos realizados por Jasper e Weary (2002) e Sweeney et al. (2010), demonstraram que
bezerros alimentados com 4 L leite/dia ndo foram capazes de consumir concentrado e volumoso
suficientes para satisfazer suas necessidades nutricionais de crescimento e desenvolvimento nas
primeiras semanas de vida.

No periodo 2, ou periodo de realimentagdo, os animais do grupo RES foram capazes de
recuperar € acompanhar o crescimento dos animais dos grupos CON, MOS e MFOS. O ganho
compensatorio (Figura 1C), observado, foi proposto por Muller e Teixeira Primo (1986), como
sendo o ganho de peso rapido apds um periodo de restricdo alimentar. Schaff et al. (2016)
obtiveram resultados semelhantes quando compararam bezerros submetidos a restri¢ao de leite ou
com fornecimento ad libtum. Nesse mesmo estudo, os animais do grupo restrito tiveram melhor
eficiéncia alimentar que o grupo sem restri¢do e ndo houve diferenga na ocorréncia e gravidade
das diarreias no periodo experimental de cinco semanas. Em concordancia com nossos resultados,
Keogh et al. (2015), relataram recuperacao de 48% no peso de touros Holstein durante os 55 dias
de realimentacdo, apds 125 dias de restricdo de alimento. A melhora da eficiéncia alimentar
resultante da restri¢do alimentar e subsequente ganho compensatorio também foi observada em
resultados de estudos de Yambayamba et al. (1996) e Ritacco et al. (1997).

No presente estudo, a resposta do GC observada, parece estar relacionada ao
restabelecimento da quantidade de leite (6 L/dia) e o maior consumo de alimento so6lido do
tratamento RES durante o periodo 2 em comparagao com os animais CON, MOS e MFOS. Curtis
et al. (2018), mostraram que apds trés semanas de idade, bezerros submetidos a restricdo de
substituto do leite aumentaram a ingestao de alimento so6lido, o que coincidiu com o aumento do
crescimento desses animais quando comparados ao grupo alimentado ad libtum. Hogg (1991)
também associou o crescimento compensatdrio, com a recuperagdo da atividade metabdlica e,
além disso, com melhor desenvolvimento do intestino delgado. Nossos dados de histomorfometria,
no entanto, demonstram que a area absortiva do jejuno e duodeno (Figuras 13B e 13C) ndo foi
aumentada apds 56 dias de experimento, mesmo para os animais que receberam leite restrito
durante 28 dias e, em seguida, apresentaram ganho compensatorio. Cavalcanti et al. (2014),
observaram que ovelhas submetidas a restricdo alimentar obtiveram maior digestibilidade da
fracdo fibrosa da dieta, o que sugere maior tempo de retencdo e aproveitamento do alimento nas
camaras fermentativas. Fato esse que pode compensar a ndo modificacdo da area absortiva e
manter o aporte nutricional para melhor performance do animal no periodo de realimentagao.

A suplementagdo de prebioticos (MOS e MFOS) ndo modificou o ganho de peso dos
animais e também ndo alterou a ingestdo de alimentos s6lidos ao longo do experimento (Figura

10). Resultados semelhantes foram encontrados em estudo realizado por Donavan et al. (2002),
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que ao suplementarem 45 bezerros com antibidticos ou fructoligossacarideos ndo encontraram
diferenga entre os ganhos de peso. Similarmente, Heinrichs et al. (2003) ndo verificaram aumento
no ganho de bezerros suplementados com mananoligossacarideos por seis semanas, entretanto,
nesse mesmo estudo foi visto um aumento no consumo de alimento sélido pelos animais
suplementados com prebidtico na semana seis.

No presente estudo, apesar da suplementagdo de prebidticos ndo ter melhorado a
performance dos bezerros, foi possivel verificar o efeito da suplementacdo de
mananoligosacarideos no desenvolvimento intestinal pela maior altura das vilosidades do jejuno
dos animais do grupo MOS. Wang et al., (2009), afirmam que tratamentos com suplementacao de
prebidticos resultam em vilosidades mais longas e cripta mais rasas, o que aumenta a eficacia de
absorcao de nutrientes pelo intestino, ou seja, determinam a capacidade digestiva e absortiva do
intestino delgado. Contudo, o melhor desenvolvimento das vilosidades do jejuno ndo refletiu no
desempenho dos animais do grupo MOS deste experimento. Existem contradi¢gdes no efeito do uso
do prebidtico e indices zootécnicos nos primeiros meses de vida (Pourabedin et al., 2014; Gosh e
Mehla, 2012; Morrison et al., 2010; Donvan et al., 2002). Modificagdes na mucosa intestinal
provocaram melhor desempenho de bezerros somente a partir dos 90 dias de vida como relatado
por Kara et al. (2015). No nosso estudo, os animais foram abatidos com média de 70 dias de idade
e seja provavel que, por esta razdo, tenha sido observado melhora no desenvolvimento de mucosa
intestinal, mas ndo foi encontrado resultado favoravel no ganho de peso.

Ao longo do experimento atual ndo aconteceram modificagdes nos niveis séricos de
creatinina, proteina total, ureia e fosfatase alcalina entre os tratamentos e periodos experimentais
(Figura 11). Pouca variacao da creatinina era esperada, pois aos cinco dias de idade este parametro
Jé se encontra muito semelhante ao que ¢ observado em animais adultos de acordo com o afirmado
por Fagliari et al. (1998). Além disso, os valores séricos de creatinina corroboraram com a faixa
de normalidade para espécie proposta por Lima et al. (2012). Os teores séricos de ureia também
ndo variaram nos 56 dias de estudo e tais achados estdo de acordo Hammon et al. (2002), que
também ndo encontraram diferencas na ureia plasmatica entre grupos alimentados com leite a
vontade ou em sistema de producdo convencional. Os resultados encontrados para proteinas totais
e lactato ndo diferiram entre os grupos analisados, entretanto todos os valores se mantiveram entre
os padrdes estabelecidos por Lee et al. (2008), para bezerros em fase de aleitamento.

A concentragdo sérica de triglicerideos estava significantemente mais baixa no grupo RES
no periodo 1, quando comparado ao grupo MFOS. Este achado corrobora com Afsharmanesh et
al. (2016), que mencionou que os lipidios totais e triglicerideos séricos eram mais baixos em
frangos de corte alimentados de forma restrita. Foi anteriormente relatado que durante a restricdo
alimentar consideraveis niveis de triglicerideos podem ser utilizados para suprir a demanda de

energia (Abdel-Hafeez et al., 2017). O fato da glicose ter sido significativamente mais baixa no
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periodo 1 do que no periodo seguinte para animais do grupo RES, pode ter sido a chave para
utilizagdo dos triglicerideos como fonte energética. Apesar disso, as concentracdes séricas de
glicose os resultados deste estudo estdo inseridos nos valores pré-prandiais de glicose para
bezerros lactentes que variaram entre 80 a 120 mg/dL relatados por Mohri et al. (2007). A caréncia
de mudanca da glicose entre os tratamentos durante os dois periodos sugere que a restrigdo imposta
permite mudanga compensatoria na sintese e/ou utilizacdo de glicose e manutengdo da glicemia
normal.

A antecipada presenca de alimentos s6lidos no raimen pode ocasionar o desenvolvimento
da microbiota e refletir no crescimento das papilas, grau de queretinizacdo, pigmentagdo e
desenvolvimento da musculatura ruminal (Klein et al., 1987; Baldwin et al., 2004). O grupo RES
consumiu mais alimentos sélidos nos ultimos 28 dias de experimento € ndo houve relacdo com o
aumento das papilas ruminais. Resultados semelhantes foram encontrados por Roth et al. (2009),
que ndo verificaram alteragdes no comprimento das papilas pela quantidade de leite fornecida ou
variagdo no consumo de alimentos sélidos por bezerros. Lesmeister et al. (2004b) destacou que a
altura de papila pode ser a principal varidvel de desenvolvimento do epitélio do ramen, sendo o
fator que melhor representa a influéncia do tratamento no desenvolvimento ruminal. No atual
estudo, os animais que receberam mananoligosacarideos dissolvidos no leite apresentaram papilas
ruminais significativamente maiores que os grupos (CON, RES e MFOS) e, ao mesmo tempo, o
consumo de alimento sé6lido ndo foi alterada. Isso indica que ndo ¢ apenas a ingestdo, composi¢ao
e estrutura do alimento so6lido que afeta o desenvolvimento ruminal, como ¢ amplamente aceito.

O tipo e a composicao do alimento liquido podem afetar indiretamente o comprimento das
papilas ruminais pela modulagao do desenvolvimento do intestino delgado (Gorka et al., 2011). O
resultado final da fermentacdo dos prebioticos ¢ a produgdo de AGV’s (Kleessen et al., 2001) e,
no atual estudo, o MOS suplementado aos animais pode ter sido utilizado como energia pelas
células garantindo um melhor desenvolvimento e renovagao celular do tecido intestinal e ruminal.
O aumento de 4cidos graxos volateis disponiveis no limen intestinal resultou no aumento dos
niveis séricos de peptideo semelhante a glucagon (GLP — 1 e 2) e consequente aumento do
desenvolvimento das papilas ruminais em experimento realizado por Gorka et al. (2009, 2011).
Por outro lado, a suplementacdo de manano-frutoligossacarideo (grupo MFOS) ndo alterou o
crescimento dos tecidos citados anteriormente, corroborando com Lesmeister et al. (2004b) que
ndo verificaram aumento significativo para altura das papilas ao suplementarem prebidticos a
bezerros em fase de aleitamento.

Em ruminantes, as concentragcdes plasmadticas de grelina aumentam antes das refeigdes,
em resposta ao jejum e a diminui¢do do enchimento ruminal, enquanto que a leptina tem picos
apos a ingestdo de alimento (Wertz-Lutz et al., 2010; Wylie, 2010). Sendo assim, parece que os

hormoénios grelina e leptina podem desempenhar um papel no controle da ingestdo de alimentos
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em ruminantes, como sugerido em roedores (Nakazato et al., 2001). Neste estudo, as concentragdes
plasmaticas de grelina total e leptina foram mensuradas uma vez em cada periodo experimental e,
provavelmente, devido a diferentes ingestdes individuais de alimento sélido em relacdo a
amostragem, ndo observamos aumentos pré-prandiais de grelina ou redugdo nos niveis de leptina
durante o experimento. Vérios fatores, incluindo o tamanho corporal ou a composi¢ao corporal,
frequéncia de alimenta¢do, composi¢do da dieta ou quantidade ofertada podem contribuir para as
variagoes de grelina sérica. Como no experimento de Miura et al. (2004) que demonstraram uma
diferenca nas concentragdes de grelina no plasma pré e pds-alimentagdo de aproximadamente 90
pg em vacas maduras e muito menos variacdo em bezerros jovens. Sugino et al. (2002) relataram
menor flutuagdo nas concentragdes plasmaticas de grelina para ovinos que permitiram o consumo
ad libitum em comparacdo com os alimentos ofertados duas a quatro vezes ao dia. A leptina, por
sua vez, teve resultados variados com o consumo restrito ou ndo de alimento em varios estudos
(Lee et al., 2006; Delavaud et al., 2002; Amstalden et al., 2000). Brandt et al. (2007) destacaram
que esse hormodnio foi mais fortemente correlacionado com a gordura corporal do que com
variagdo na alimentagao.

O hipotadlamo desempenha um papel importante na regulacdo da homeostase energética e
do comportamento alimentar em varias espécies animais (Bayle e Dela-Fera, 198; Bayle e
McLaughlin, 1987; Kuenzel et al., 1999). No entanto, nesse experimento, a expressao de GHS-
Rla (receptor de grelina), ndo foi afetada pela restrigdo (balanco energético negativo),
realimentacdo (balango energético positivo) ou suplementagdo de prebioticos (Figura 14). Este
resultado ¢ diferente do observado em ratos, onde o jejum aumentou significativamente o nivel de
mRNA do GHS-R1a no hipotadlamo (Kim et al., 2003). Ao mesmo tempo, esses dados corroboram
com os resultados de Chen et al. (2007), que também ndo encontraram diferenga ao analisar a
expressdo dos receptores de grelina no hipotalamo de frangos de corte com 30 dias de idade
submetidos a diferentes estratégias de alimentacao.

Este estudo demonstrou que a alimentagdo restrita de leite por bezerros nas primeiras
quatro semanas de vida, ndo prejudica o ganho de peso na fase de realimentacdo e aumenta a
ingestao de alimento solido. A suplementacdo de prebiodtico ndo refletiu em melhor desempenho
dos animais, no entanto melhorou o desenvolvimento da mucosa intestinal. As alteragdes
metabolicas no soro sanguineo sdo mais evidentes durante o periodo de restricdo, mas diminuem
depois disso. A restricao de leite ou suplementagdo de prebidtico ndo influenciam na concentragao

sérica de grelina e leptina ou a expressao de GHS-R1a na regido paraventricular do hipotalamo.
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Capitulo 1V

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE TAURINA EM BOVINOS
CONFINADOS E NA PRODUCAO IN VITRO DE ACIDOS GRAXOS

VOLATEIS E GASES
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INTRODUCAO

A produgdo mundial de carne bovina alcangou 62 milhdes de toneladas em 2018 e esse
montante representa quase 2% a mais que o ano anterior, sendo que os Estados Unidos e o Brasil
foram os responsaveis por cerca da metade do crescimento total comparado com o ano anterior
(USDA, 2018). Os principais fatores que determinam o prego que os consumidores estao dispostos
a pagar pela carne e produtos carneos sao a quantidade ofertada e a qualidade ao longo da linha de
distribuicdo desde o abate, processadores, varejistas e finalmente ao consumidor (O’Neill et al.,
2003).

No momento da compra, o primeiro pardmetro avaliado pelos consumidores de carne
bovina ¢ a coloragdo. Isto, porque a cor do produto reflete qualidade, salubridade e os demais
atributos, como por exemplo, a maciez e suculéncia ndo podem ser testados antes do consumo da
carne (Rooyen et al., 2017).

Um problema classico enfrentado pela industria de carne fresca é o aparecimento de cortes
com as caracteristicas de carne seca, firme e escura, conhecida como DFD (sigla em inglés que
significa dry, firm and dark) (England et al. 2016). A carne com pigmentacdo escura ¢ rejeitada
pelos consumidores porque ¢ visualmente desagradavel e seu alto pH permite que as bactérias de
deterioragdo crescam prontamente, reduzindo assim, seu prazo de validade (Tarrant, 1989). Nos
Estados Unidos a preocupagdo com a qualidade da alimentac¢do levou a um aumento no niimero
das penalidades aplicadas no aparecimento dessas caracteristicas e, a0 mesmo tempo, aumentou o
nimero de pesquisas na tentativa de sanar esse problema nos rebanhos (Wulf et al. 2002).

Historicamente, esse aspecto € atribuido ao baixo teor de glicogénio presente no tecido
muscular no momento do abate, geralmente relacionado ao estresse cronico sofrido pelo animal
em conjunto com o estresse pré-abate (Page et al., 2001). Estudos anteriores mostraram que a
suplementagdo dietética com aminoacidos pode contribuir para melhorar a qualidade da carne em
animais (Ceylan e Aksu, 2011; Ma et al., 2010).

A taurina ¢ um acido aminosulfonico considerado condicionalmente essencial para maioria
dos mamiferos, devido as varias fun¢des metabdlicas associadas a esse aminoacido (Huxtable,
1992; Sturman, 1993). Experimentos com suplementacio de taurina resultaram em aumento dos
niveis plasmaticos de taurina, regulagdo da funcdo mitocondrial, redug¢do dos niveis plasmaticos
de marcadores inflamatorios e oxidativos, aumento da concentracdo de glicogénio e dos niveis
plasmaticos de adiponectina (You et al. 2013; Murakami et al., 2016).

Takashi et al. (2016), demonstraram que a administracdo oral de taurina aumentou a
disponibilidade e estoque de glicogénio no musculo esquelético de ratos submetidos a exercicio.

Além disso, os resultados do mesmo estudo indicam que a glicogendlise/glicolise no musculo
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esquelético durante a fase pods-exercicio seria suprimida pela administragdo de taurina. Sendo
assim, esse estudo buscou incluir taurina na dieta de bovinos confinados e determinar as mudancas
no desempenho em confinamento, caracteristicas de carcaga, incidéncia e gravidade de abscessos
hepaticos, alteragdes nos metabdlitos sanguineos quando a taurina foi incorporada nas dietas de
novilhos em terminagdo e avaliar mudancgas na produ¢do de gas ruminal e 4cidos graxos volateis

(AGV’s) in vitro.

MATERIAL E METODOS

Animais e delineamento experimental

Todos os procedimentos realizados neste experimento foram aprovados pelo Kansas State
University Institutional Animal Care and Use Committee.

O estudo foi conduzido no Beef Center Research da Kansas State University no municipio
de Manhattan no estado do Kansas — EUA. Neste experimento foram utilizados 80 animais com
aptiddo para producdo de carne, selecionados de um grupo de 163 animais, com média de peso
inicial de 507,44 + 27,49 Kg e média de idade de 14 a 16 meses. Os animais foram separados em
blocos de acordo com o peso e aleatoriamente distribuidos em cinco tratamentos: 0%; 0,025%;
0,05%; 0,075% e 0,1% de suplementacdo de taurina na dieta.

Os animais foram alojados em quatro galpdes com 20 baias individuais que tinham piso de
concreto medindo, aproximadamente, 8,6 m? por animal (Figura 15). Cada baia era parcialmente
coberta e equipada com um comedouro de concreto e um bebedouro automético compartilhado
entre duas baias adjacentes.

Aproximadamente dois meses antes do inicio do experimento os animais foram
reimplantados com Component® TE-200 (20 mg de estradiol, 200 mg acetato de trembolona e 29
mg de tartarato de tilosina, Elanco Animal Health). Além disso, os novilhos foram transferidos
para dietas de terminacdo durante um periodo de 21 dias usando uma série de dietas de quatro
etapas com relagdes de volumoso: concentrado de 46:54,33:67,21:79 e 8:92, durante cinco-cinco-
cinco e seis dias, respectivamente. Esse cuidado foi tomado para permitir a adaptacdo gradual a

dieta de alto grdo.
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Figura 15. Setor experimental Universidade Estadual do Kansas. Os animais eram alojados em baias individuais em
galpdes semicobertos.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Preparacdo da dieta e alimentagcdo animal

Durante 123 dias, as dietas foram preparadas diariamente e oferecidas ad libitum aos
animais alojados individualmente. As racdes totais consistiram da mistura de 92% de concentrado
e 8% de volumoso, que continham (com base na MS) 60,19% de milho floculado, 30% de gliiten
de milho, 8% de alfafa e 1,81% de pré-mistura de vitaminas e minerais (Tabela 2). Os cochos de
alimentacdo foram avaliados visualmente (leitura de cocho) em cada dia do experimento,
aproximadamente as 06:30 h da manha para corrigir a quantidade de alimento para oferecer a cada
animal. A leitura de cocho foi projetada para permitir a permanéncia de 0,50 Kg de ragdo

remanescente no cocho no momento da avaliacao.
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Tabela 2. Composi¢do da dieta de animais confinados e suplementados com 0; 0,025; 0,05; 0,075

e 0,1% de taurina na dieta (MS).

Taurina % substrato MS
Item 0% 0,025% 0,05% 0,075% 0,1%
Ingrediente, % MS

Milho floculado 53,82 53,82 53,82 53,82 53,82
Gluten de milho 36,99 36,99 36,99 36,99 36,99
Feno de alfafa 6,43 6,43 6,43 6,43 6,43
Suplemento vitaminico! 1,31 1,285 1,26 1,235 1,21
Calcario 1,45 1,45 1,45 1,45 1,45
Taurina 0 0,025 0,05 0,075 0,1
Composic¢ao dos nutrientes % (MS)

PB 12,88 12,88 12,88 12,88 12,88
FDN 18,60 18,60 18,60 18,60 18,60
Ca 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92
P 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
K 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65

! Formulado para fornecer 2,970 IU/Kg vitamina A, 20,86 IU/Kg vitamina E, 0,20 mg/Kg cobalto, 27 mg/Kg
manganésio, 0,14 mg/Kg selénio, 13,53 mg/g cobre, 40,6 mg/Kg zinco, 0,68 mg/Kg iodo e 40,60 mg/Kg monensina

(Rumensin®, Elanco Animal Health).

Diariamente, cada ingrediente e misturas vitaminico-minerais da dieta foram
individualmente pesados e misturados em um misturador com capacidade de 0,85 m* (Davis,
Bonner Springs-KS, EUA), depois disto, distribuidos em recipientes de plastico, pesados e levados
para as baias por volta das 9:00 h da manha. Os recipientes eram deixados em frente ao respectivo
cocho e, ap6s o término da distribui¢do, a racdo era colocada no choco dos animais com intervalos
de tempo minimo entre os galpdes.

Durante o periodo experimental foram utilizadas duas pré-misturas de vitaminas e
minerais, sendo uma sem taurina e outra com 0,07% de taurina. Esses suplementos foram
misturados de acordo com o tratamento para obter a ingestdo correta de taurina. Nos ultimos 32
dias do experimento, o cloridrato de ractopamina (Optaflexx; Elanco Animal Health, Greenfield,

IN) foi suplementado a todos os novilhos a taxa de 400 mg-novilho-~!-d!.
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Coleta de dados e amostras

Para determinar o desempenho dos 80 animais do estudo, foram realizadas pesagens
individuais nos dias 0, 34, 63, 91 e 123 do experimento, sempre no periodo da manha antes do
fornecimento da ra¢do. Os alimentos ndo consumidos foram removidos dos cochos diariamente,
pesados e secos em estufa de ar forcado a 105°C por 24 h para determinar o consumo de matéria
seca (CMS), tornando possivel determinar o consumo real didrio de ragdo. O CMS foi calculado
como CMS = (total de ragdo oferecido x % MS) - (total de racdo recusada x % MS).

Amostras de sangue foram coletadas de cada animal através de pun¢do venosa jugular nos
dias 0, 34, 63 e 91 do estudo. As amostras foram coletadas apds assepsia local com solugdo de
clorexidina a 2% (Aspen, Liberty-MO, EUA), utilizando tubo de coleta de sangue de 10 mL sem
aditivo para coleta de soro (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) e tubo de coleta
de sangue com capacidade de 10 mL (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) contendo
20 mg de oxalato de potassio e 100 mg de fluoreto de sédio como anticoagulante para analise de
glicose e lactato. As amostras de sangue foram imediatamente colocadas na geladeira por até 20
min e centrifugadas a 2000 xg por 15 min a 4°C. O soro e o plasma foram transferidos com o uso
de pipeta descartaveis para microtubos de plastico de 2 mL e congelados a -20°C até as analises
de glicose, lactato, triglicerideos e taurina.

Para o abate e coleta de material, aos 123 dias do experimento, os bovinos foram
transportados por 451 km até um abatedouro comercial em Holcomb, KS (Tyson Fresh Meats) e
abatidos sob inspecdo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).
Imediatamente apods o abate, uma amostra com cerca de 15 g do musculo esternocefalico ventral
foi coletada e armazenada em gelo seco para a andlise do potencial glicolitico (PG). O peso de
carcaga quente para cada novilho e a incidéncia e gravidade dos abscessos hepaticos foram
registrados no dia do abate. Os abscessos hepaticos foram pontuados de acordo com o
procedimento descrito por Brown et al. (1975): 0 = sem abscessos, A- = 1 ou 2 abscessos pequenos
ou cicatrizes de abscesso, A = 2 a 4 abscessos pequenos € bem organizados ¢ A + = 1 ou mais
abscessos grandes ou ativos com ou sem aderéncias. Os escores de marmorizagdo foram atribuidos
por um inspetor da USDA, enquanto a 4rea do olho de lombo (AOL) e a espessura de gordura da
12? costela foram coletadas instrumentalmente (VBG 2000; e + v Technology GmbH & Co. KG,
Oranienburg, Alemanha) pela equipe do abatedouro. As carcagas foram classificadas de acordo
com o grau de marmoreio em: Prime (moderado — alto), Choice (leve — moderado), Select (quase
inexistente — leve) e Dark (pela presenca da coloragdo escura). A tipificacdo adotada no
experimento foi a mesma adotada oficialmente nos EUA: Yield Grading (YG), que ordena as
carcagas do maior (YG 1) para o menor rendimento de desossa esperado (YG 5), em funcao,

principalmente, da espessura de gordura subcutanea (EG) e da area do olho de lombo (AOL).
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Analises laboratoriais

Triglicerideos, glicose e lactato

O triglicerideo sérico foi medido usando um método colorimétrico enzimatico (Infinity™
Triglycerides Liquid Stable Reagent, Thermo Scientific - USA) utilizando para leitura o filtro de

onda com absorbancia de 505 nm (Figura 16).

Figura 16. Preparagdo para andlise de metabolitos séricos.
Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

As amostras para andlise de glicose e lactato foram previamente preparadas com acido
perclorico para desproteinizagdo sérica baseada em Daykin et al. (2002). Neste processo, as
amostras de soro foram descongeladas e mantidas em gelo, logo depois de descongelar totalmente
com algumas agitagcdes durante esse periodo, uma aliquota de 1 mL foi transferida para novo
microtubo plastico e, neste momento, foi adicionado 0,1 mL de &acido perclorico (HCIO4) na
concentragdo de 4 M. A solucdo foi vigorosamente agitada por cerca de um minuto e, em seguida,
colocada no gelo por dez minutos. Na sequéncia, a suspensdo foi centrifugada por cinco minutos
a 10.000 xg e o sobrenadante transferido para um novo tubo pléstico.

As concentracdes de glicose foram determinadas colorimetricamente com glicose oxidase
(Wako diagnostics, Mountain View, CA - USA). O 4cido lactico foi determinado seguindo o
método descrito por Barker e Summerson (1941) onde o acido lactico é convertido em acetaldeido
por tratamento com 4cido sulftrico concentrado, e o acetaldeido determinado pela reagdo de

coloracdao com p-hidroxidifenil na presenca de ions cupricos.
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Para a execucdo dessa andlise, 250 uL da amostra preparada, padrdo ou agua foram
pipetados em tubos de plastico com dimensdes 16x125 mm em duplicata. Nesses tubos foram
adicionados 250 pL de sulfato de cobre (CuSQO4) 20%, 2 mL de agua destilada e cerca de 250 mg
de hidréxido de célcio e, logo depois, os tubos foram vigorosamente agitados e uma coloracao azul
claro foi obtida. A solucdo foi deixada em repouso por 30 minutos e depois centrifugada por dez
minutos em velocidade 1000 xg. Apds a centrifugacdo, 0,5 mL do sobrenadante foi transferido
para tubos de vidro com dimensdes 13x100 mm e, em seguida, foram adicionados 25 pL de CuSO4
4%. Os tubos foram levados para capela de exaustdo de gases e 3 mL de acido sulfurico foram
adicionados com agitacdo imediata apds a adicdo do acido. Apos esse procedimento, os tubos
foram colocados em banho maria em temperatura de 100°C por cinco minutos e entdo transferidos
para recipiente que continha dgua e gelo para resfriamento até uma temperatura de 20°C. Quando
resfriados, foram adicionados 50 pL de p-hidroxidifenil em cada amostra, seguida de rapida
agitacdo, logo, os tubos foram colocados em banho maria por 30 minutos na temperatura de 30°C.
Ao final desse tempo, os tubos foram colocados em agua fervente por 90 segundos e depois
resfriados em recipiente com agua e gelo. Por fim, as amostras foram lidas em absorbancia de 560

nm.

Taurina

Para determinagdo dos niveis séricos de taurina, as amostras de soro foram descongeladas,
agitadas e 100 uL de soro foram transferidos para um novo microtubo pléastico. Nessa aliquota
foram adicionados 400 pL de metanol 100% e apos seis minutos de incubacdo, a solucdo foi
centrifugada durante 5 minutos a 8000 xg. O sobrenadante foi transferido e neutralizado com
hidroxido de potassio (KOH) 5 % (m/v) até pH 7,5 e o volume completado para 1 mL. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 8000 xg durante cinco minutos para remo¢ao do
precipitado formado. O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de propileno-nailon 0,33 pm
(Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA) e transferido para novo tubo. Apos este procedimento, a
taurina foi determinada por HPLC seguindo os métodos descritos por Wojcik et al. (2010).

Para determinagdo da concentracdo real de taurina foi usado um cromatégrafo para HPLC
modelo Agilent Technologies 1200 Series, com detector Fluorescence - 333 nm Ex, 450 Em, 418
nm cut off filter H/P 1046* e dotado de coluna de troca i6nica, Discovery BIO Wide Pore C18 (4,6
mm X 15 cm, 5 nm tamanho de particula).

A fase movel consistia em tampao de fosfato de potassio a 1,0 mmol/L, agua com grau de
pureza de 85% (Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA) e 15% de acetonitrila (Sigma-Aldrich
Chromasolv Plus para HPLC > 99,9%), pH 6,8. As solucdes de fosfato de potéassio a 0,5 mmol/L

foram preparadas dissolvendo 17,0 g de fosfato monobasico de potassio para HPLC (Fluka, Buchs,
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Sui¢a) em 250 mL de agua para HPLC e 21,8 g de fosfato de potéassio anidro dibasico para HPLC
(Fluka) em 250 mL de agua para HPLC. As solugdes de fosfato foram combinadas até o pH atingir
6,8. O fluxo da fase movel foi estabelecido em 1 mL/min.

Cem microlitros da amostra previamente preparada e filtrada (ou 20 pL de padrdo de
taurina e 80 uL de metanol) foram adicionados a 150 pL de solugdo de trabalho e 750 pL de borato
de sodio a 0,1 mM. Apos exatos 7 min, 20 pL da amostra (ou padriao) foram injetados na maquina
de HPLC e medidos com a coluna de HPLC mantida a temperatura ambiente. O padrao foi lido

por 22 min, enquanto a amostra foi executada por 60 min.

Potencial glicolitico (PG)

Resumidamente, uma amostra de musculo congelado (100 - 160 mg) foi transferida para
microtubos de plastico e foi adicionada agua destilada na proporcao 1:9 do peso da amostra. Para
completa homogeneizagdo do tecido foi usado o homegeneizador de tecido (Tissuelyser II,
Quiagen, Alemanha) programado para agitar as amostras 25 vezes/segundo por um periodo de
cinco minutos. Apos agitagdo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 xg por 3 minutos. Uma
aliquota de 400 pL do sobrenadante foi transferida para novo tubo, foi acrescido 50 uL. de HCIO4
na concentracdo 4M e apds aproximadamente dez minutos a suspensdo foi centrifugada por 5
minutos a 10.000 xg. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo plastico, a solugdo foi
neutralizada com KOH (30%) e congelada até a determinacao do contetido de glicogénio e lactato.

A determinagdo do glicogénio foi conduzida conforme descrito por Zhang et al. (2009). O
glicogénio na fracdo sobrenadante foi hidrolisado enzimaticamente em glicose por incubagdo com
2,5 uL amiloglucosidase em tampao acetato (pH 4,8) a 55°C por duas horas. Apds a incubagdo, a
fracdo sobrenadante foi neutralizada com 10 M KOH. A glicose foi determinada
colorimetricamente com um kit comercial de glicose oxidase (Wako diagnostics, Mountain View,
CA - USA). As concentragdes de glicose 6-fosfato e glicose ndo foram determinadas
individualmente e foram incluidas na determinacdo de glicogénio. O lactato foi determinado pela
mesma metodologia descrita anteriormente.

O PG foi calculado como a soma de 2x [glicogénio] + [lactato] (Monin e Sellier, 1985).

Analise estatistica

O estudo foi conduzido como um delineamento de blocos completamente aleatérios por

faixa de pesos. O desempenho em confinamento, anélises sanguiineas, os dados ndo-categorizados

de carcaga e os dados do experimento in vitro foram analisados utilizando a anélise de variancia e
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regressao pelo pacote ExpDes.pt do programa R versdo 3.5.2. Dados de carcaga binomial foram
analisados utilizando os modelos lineares generalizados usando a fungdo glm do programa R

versdo 3.5.2 As diferengas entre as médias foram declaradas significativas ao nivel P <0,05.

RESULTADOS

Desempenho animal

O desempenho dos animais durante os 123 dias em confinamento estd demonstrado na
Tabela 3. O peso corporal final, o ganho médio didrio (GMD) e o consumo de matéria seca (CMS)

ndo foram afetados pela suplementacao de taurina (P > 0,05).

Tabela 3. Performance de animais em confinamento alimentados com suplementacio 0; 0,025;

0,05;0,075 € 0,1% de taurina na dieta (MS).

Taurina % substrato M'S ~ P-valor
Item 0% 0,025% 0,05% 0,075% 0,1% SEM
Peso inicial, Kg 507,40 507,32 507,72 507,29 507,49 0,73 0,15
Peso final!, Kg = 639,98 644,20 638,08 645,83 654,81 8,08 0,22
GMD, Kg /d 1,18 1,22 1,16 1,24 1,31 0,07 0,22
CMS, Kg/d 9,65 9,58 9,28 9,76 9,77 0,28 0,11

Peso corporal final calculado como: Peso corporal x 0.96.

Caracteristica de carcaca

As caracteristicas de carcaca ao final do experimento com suplementacdo de taurina na
dieta estdo presentes na Tabela 4. Neste experimento, nenhum dos pardmetros analisados para

caracteristicas de carcaga foram afetados pela suplementagao de taurina por 123 dias.
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Tabela 4. Caracteristicas de carcaca de novilhos suplementados com 0; 0,025; 0,05; 0,075 ¢ 0,1%

de taurina na dieta (MS).
Taurina % substrato MS! ~ P-valor

Item 0% 0025% 005% 0075% 0,1% SEM

Peso de carcaca quente, Kg 41841 424,19 412,19 423,68 41996 5382 0,86
Rendimento de carcacga, % 65,37 65,88 64,54 65,57 64,56 0,00 0,11
AOL!,cm? 91,8 94,5 91,0 95,1 92,1 266 090
Gordura subcutianea, mm 16,2 16,0 16,0 142 17,0 1,3 0,95
Marmoreio® 516 438 460 432 432 235 0,06
USDA Choice, % 87,50 6250 81,25 93775 5625 001 0,37
USDA Prime, % 12,50 0,00 6,25 0,00 6,25 000 048
USDA Select, % 0,00 37,50 12,50 6,25 3125 0,01 0,31
USDA Dark, % 0,00 0,00 0,00 0,00 6,25 000 0,16
USDA Rendimento

Yield grade 1, % 0,00 6,25 6,25 6,25 0,00 0,00 1,00
Yield grade 2, % 3125 3750 18,75 3125 3750 0,01 0,87
Yield grade 3, % 43,75 2500 43,775 43775 3125 001 0,87
Yield grade 4, % 18,75 3125 2500 18,75 18,75 0,01 0,70
Yield grade 5, % 6,25 0,00 6,25 0,00 1250 000 048
Abcesso no figado®

Total, % 87,50 81,25 81,25 93,75 8125 0,01 1,00
Leve, % 6,25 18,75 12,50 6,25 12,50 0,01 1,00
Moderado, % 0,00 0,00 0,00 0,00 6,25 000 0,15
Severo, % 6,25 0,00 6,25 0,00 0,00 000 0,32
Potencial Glicolitico* 47,16 46,48 47,60 46,88 47,01 6,75 0,36

A taurina foi suplementada até o abate. Apds 36 h de refrigeracdo, a AOL! (4rea de olho de lombo), espessura de
gordura, grau de rendimento USDA (yield grade) foram obtidos a partir de imagens de cameras (VBG 2000, E + V

Technology GmbH & Co. KG, Oranienburg, Alemanha) fornecidas pelo abatedouro.

2 Pontuagdo de marmorizagéo determinada pelo sistema de imagens por computador (VBG 2000, E + V Technology
GmbH & Co. KG, Oranienburg, Alemanha): 300 a 399 = Leve; 400 a 499 = Pequena; 500 a 599 = Modesta.

3Brown et al. (1975).

40 potencial glicolitico foi determinado de acordo com a formula proposta por Monin ¢ Sellier (1985) da seguinte

forma: GP =2 x glicogénio + lactato.
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Perfil sérico bioquimico

Os niveis de triglicerideos, glicose, lactato e taurina se encontram na Tabela 5. Nenhuma
diferenca foi encontrada entre os pardmetros analisados ap6s 123 dias de suplementacdo de taurina

em bovinos no sistema de confinamento.
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Tabela 5. Concentragao sérica de triglicerideos (mg/dL), lactato (mg/dL), glicose (mg/dL) e taurina (nmol/mL) nos dias 0 e 91, de novilhos confinados
alimentados com 0; 0,025; 0,05; 0,075 ¢ 0,1% de taurina na dieta (MS).

Taurina % substrato MS!

do d 91
Item 0 0,025 0,05 0,075 0,1 SEM P-valor 0 0,025 0,05 0,075 0,1 SEM P-valor
Triglicerideo 14,99 17,74 16,18 19,32 17,92 1,33 0,205 1796 17,93 17,50 14,34 16,18 1,14 0,155
Lactato 45,56 34,63 36,27 39,25 31,64 6,32 0,604 55,39 50,27 53,83 5431 48,50 6,88 0,950
Glicose 99,738 90,30  86,14°> 89,59° 86,83> 2,32 0,001 96,46 85,40 96,74 88,12 86,07 4,98 0,236
Taurina 121,56 137,05 113,19 112,88 115,95 846 0,248 127,54 107,50 99,03 115,77 117,08 7,45 0,095

'Taurina foi suplementada até o abate.



In vitro

Os resultados do experimento in vitro estdo apresentados na Tabela 6. A produgdo de gés,
os acidos graxos volateis (AGV) e a digestibilidade ndo foram alteradas entre os grupos

experimentais. O pH teve efeito linear negativo (P <0,05) para a suplementagdo de taurina.

Tabela 6. Efeito da adi¢do de taurina! no sistema in vitro de produgio de gas, produgdo de AGV’s,

pH e DMIV apos 24 h de fermentacao utilizando um sistema de producao de gas da Ankon.

Taurine % substrato MS? ~ P-valor
Item 0% 0,025%  0,05% 0,075% 0,1% SEM
Producao de gas, bar 43,58 41,04 41,08 39,46 43,24 0,78 0,50
AGV’s, mmol/g 4396,70 4348,60 4206,07 4176,38 4176,44 164,15 0,24

Acetato, mmol/g 1774,02 1834,64 1735,47 1743,48 1638,24 68,76 0,09
Propionato, mmol/g  2214,57 2121,21 2124,45 2162,67 2109,48 72,54 0,40
Butirato, mmol/g 349,10 335,15 295,46 235,05 265,32 4591 0,15

Valerato, mmol/g 48,79 44,77 42,77 39,96 47,50 5,62 0,82
pH* 5,74 5,60 5,65 5,62 5,59 0,03 0,006
DIVMS?, % 58,6 56,3 57,1 57,5 56,4 0,82 0,17

10s niveis de taurina 0; 0,025; 0,05; 0,075 e 0,1% (substrato MS) foram adicionados ao tampdo de Mc Daugall’s,
combinado com 10 mL de conteudo ruminal.

2 O substrato utilizado para cada frasco foi de 3 g de milho moido utilizando uma peneira de 1 mm.

* Efeito linear (P <0,01), y=-0,011x + 5,76

3Digestibilidade in vitro da matéria seca

DISCUSSAO

A suplementacdo de taurina por 123 dias ndo melhorou o ganho de peso ou a performance
dos animais nesse estudo. No entanto, foi possivel observar um aumento no peso final, que foi
14,83 Kg maior no grupo com 0,1% de taurina do que no grupo com 0% de suplementagdo com
taurina. Lu et al. (2018) ndo relataram efeitos significativos no desempenho de frangos
alimentados com a dieta basal suplementada com 5 g de taurina/Kg de racdo e submetidos a
estresse térmico constante. Varios estudos em diferentes tamanhos e espécies de peixes e
crustdceos demonstraram os efeitos benéficos da suplementagdo de taurina na dieta sobre o
crescimento, consumo de racdo e eficiéncia de utilizacdo de alimentos (Park et al., 2002; Al-Feky
et al., 2016; Dong et al. 2018). Abdel-Tawwab & Monier (2017) relataram melhor eficiéncia
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alimentar e melhor ganho de peso em carpa comum suplementada até 15 g de taurina /kg de dieta,
o que foi explicado pelo aumento na sintese proteica associada a elevacao das atividades de amilase
intestinal, lipase e protease. A importancia da taurina no ganho de peso também foi estudada por
Ito et al. (2015) usando camundongos knockout para transportadores de taurina e, neste
experimento, a deple¢do de taurina causou baixo peso corporal e diminuiu a massa muscular
esquelética. Os estudos sobre os efeitos da suplementagdo de taurina em animais em crescimento
estdo disponiveis principalmente para gatos e peixes, € nenhum estudo foi publicado sobre seus
efeitos em bovinos em fase de terminagao.

A taurina ¢ um aminoacido condicionalmente essencial encontrado em alta concentragao
em todos os tecidos animais, ndo ¢ incorporado nas proteinas (Huxtable, 1992), pode afetar o peso
do musculo esquelético e o tamanho das células musculares (Ito et al., 2014). A suplementagdo de
taurina para bovinos de corte, nesse estudo, ndo alterou significativamente o peso de carcaga
quente, rendimento de carcaca, area de olho de lombo, espessura de gordura subcutinea na 12*
costela, marmoreio, escore de abscesso hepatico ou graus de qualidade USDA. Da mesma forma,
Alzawqari et al. (2016) relataram que a suplementacdo de taurina ndo afetou os parametros de
carcaga de frangos de corte aos 42 dias de idade. Por outro lado, Lu et al. (2018) mostraram que a
propor¢ao de musculo do peito de frangos foi significativamente maior no grupo suplementados
com 5 g/Kg de taurina na racdo apds 7 e 14 dias de exposicdo a estresse térmico, porém a
suplementa¢do com taurina ndo afetou a carcaca.

O potencial glicolitico (GP) ¢ definido como a quantidade de compostos glicidicos
suscetiveis a conversdo em dacido lactico durante a fase post-mortem (Monin e Sellier, 1985).
Discordando com nossos resultados, administracdo de taurina foi capaz de aumentar a
concentragdo de glicogénio e a reple¢do no musculo esquelético dos camundongos apos a fase de
exercicio, no entanto, o mecanismo pelo qual a taurina oral aumenta o glicogénio ndo foi
totalmente determinado (Takahashi et al., 2014; Takahashi et al., 2016). Silva et al. (2014)
realizaram um experimento com 21 homens na fase adulta separados em dois grupos:
suplementados com 50 mg de taurina/kg de peso ou ndo suplementados com taurina e apos 14 dias
de suplementacdo houve melhora do desempenho e reducdo do dano muscular e do estresse
oxidativo.

As concentragdes de glicose e lactato estdo associadas ao metabolismo de carboidratos e
lipidios e sdo importantes componentes do metabolismo celular (Van Bibber-Krueger et al., 2016).
No presente estudo, a glicose no inicio do experimento estava mais baixa em novilhos
suplementados com 0,5, 0,75 e 1% de taurina comparado ao grupo 0%. No entanto, os valores
estdo de acordo com o resultado do estudo de Huntington (1983) que demonstrou uma variagao de
75 a 100 mg/dL para glicose em dois experimentos com novilhos Hereford x Angus. O lactato foi

semelhante entre os tratamentos ao longo do experimento. De Carvalho et al. (2017) testaram os
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efeitos da taurina no desempenho atlético de nove nadadores competitivos que tomaram 6 g de
suplementos de taurina ou placebo 120 minutos antes do desempenho. No final, o lactato
sanguineo ndo apresentou diferencas significativas apos realizar dois nados crawl de 400 m.

Estudos anteriores (Leao et al., 2018; Tenner et al., 2003; Park et al., 1998) demonstraram
que a adi¢@o de taurina na dieta reduziu significativamente o nivel plasmatico de triglicérides, mas
os mecanismos que explicam essa reducdo ainda nao estdo claros nesse momento. O nivel sérico
de triglicérides no presente estudo ndo foi afetado pela suplementagdo de taurina (P >0,05). Yan
etal. (1993) mostraram que ratos suplementados com 1% de taurina em dgua corrente nao afetaram
o triglicerideo plasmatico. No entanto, nossos resultados contradizem os relatos de Park et al.
(1998) mostrando aumento nos triglicerideos do plasma em ratos alimentados com uma dieta rica
em colesterol e suplementada com 15 g/Kg de taurina na dieta. Além disso, os autores relataram
que o efeito da suplementac¢do de taurina sobre os triglicerideos plasmaticos varia dependendo da
espécie de animal utilizado, composicao das dietas e duracdo da suplementacdo de taurina.

O nivel sérico de taurina ndo foi modificado entre os grupos apoés 123 dias de
suplementagdo de taurina. O fato de a taurina usada neste experimento nao ter sido protegida da
digestao ruminal pode explicar a ocorréncia de nenhum efeito sobre a taurina plasmatica ter sido
observada. Chalupa (1976) relatou que os aminoacidos livres ndo poderiam sobreviver a
degradagdo ruminal. Em experimentos com ratos, Park et al. (1999) e Tenner et al. (2003)
observaram um aumento nas concentragdes plasmaticas de taurina quando a suplementacdo de
taurina foi aumentada na dieta de ratos.

A taurina desprotegida usada neste experimento ndo alterou a producao de gas, a producao
de AGV e o DIVMS, como mostrado na Tabela 4. Yu et al. (2016) encontraram um efeito da
taurina natural e sintética na microbiota intestinal em camundongos, além disso, a administracao
de 165 mg/Kg de taurina natural aumentou a producdo de AGV’s. Sasaki et al. (2017), ndo
observaram diferencas para a producdo de AGV’s e composicao de espécies bacterianas em vasos
inoculados com amostras fecais de 8 humanos saudéaveis e suplementados com taurina. As
diferengas observadas entre os estudos pode ser reflexo da diferenga nas espécies animais e da
proporcao da taurina suplementada.

O pH ruminal tem profundo efeito nas populacdes microbianas e nos produtos de
fermentacdo (Nagaraja e Titgemeyer, 2007). Este parametro pode variar de aproximadamente de
8 a 5 e, em pH acido, a producao de AGVs pode ser reduzida (Ha et al., 1983; Nagaraja e
Titgemeyer, 2007). No presente estudo, apds 24 horas de fermentagdo o pH teve uma reducdo
linear (P <0,05). O pH mais baixo foi encontrado no grupo suplementado com 1% de taurina
(5,59), porém todos os grupos experimentais apresentaram pH em torno de 5,5. Este valor ¢
considerado o ponto critico, pois hd um risco crescente de acidose lactica (Owens et al., 1998). Yu

et al. (2016) suplementaram taurina natural e sintética para camundongos e observaram que a



78
taurina pode ter efeito na microbiota intestinal aumentando a abundancia de bactérias do género

Lactobacillales e, consequentemente, aumentar a produc¢do de acido latico. A contribuigdo relativa

de cada género ou espécie de microrganismo para a atividade global amilolitica, produ¢do de acido
latico e AGV ndo ¢ totalmente conhecida (Nagaraja e Titgemeyer, 2007).

Este estudo demonstrou que a suplementacdo de taurina para animais em fase de
terminagdo em sistema de confinamento ndo alterou a performance, caracteristicas de carcaga,
padrdes séricos bioquimicos, glicogénio muscular, fermenta¢do ruminal e produgdo de AGV’s.

enquanto que o pH ruminal apresentou reducdo linear com a suplementagdo da taurina.
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Capitulo V

CONCLUSAO GERAL

No sistema de produgdo de bovinos o uso de técnicas que auxiliem no melhor
desenvolvimento e desempenho dos animais ¢ expandido para todas as fases de criagdo. Nesses
dois estudos, analisamos a aplicagdo de estratégias alimentares e seus beneficios nas fases inicial
(aleitamento) e final (terminagdo) de bovinos. Na fase inicial, os bezerros precisam se preparar
para o desmame, muitas vezes precoce, e todas a mudancas fisioldgicas causadas nesse periodo.
O primeiro estudo desenvolvido avaliou os efeitos da suplementacdo de prebidticos e da restri¢ao
de leite nessa fase do crescimento. Foi encontrado que os animais que passaram pela restricdo de
50% do leite fornecido ao grupo controle, por um periodo de 28 dias, tiveram pior desempenho
nessa fase. Entretanto, quando a quantidade de leite oferecida foi restabelecida no periodo 2, os
mesmos animais apresentaram ganho compensatério € maior consumo de alimento sélido. A
restri¢do nao alterou a histomorfometria das papilas ruminais e da mucosa intestinal. Os bezerros
que receberam suplementagdo de mananoligossacarideo tiveram maior comprimento de papila
ruminal e altura de vilosidade do jejuno quando comparados aos animais do grupo controle e
restrito. Nenhuma alteragdo foi encontrada entre os tratamentos para os parametros séricos
bioquimicos analisados, grelina e leptina sérica e expressdo de receptores de grelina na regido
paraventricular do hipotdlamo. No segundo experimento, na fase de terminagdo de bovinos
suplementados com taurina ndo foi constatado modifica¢cdes no desempenho, caracteristicas de
carcaca, metabdlitos sanguineos, potencial glicolitico no musculo e na fermentagdo e producao de
gases em sistema in vitro. Foi verificado um efeito linear para o pH no experimento in vitro e o
grupo que recebeu a maior concentragdo de taurina na dieta apresentou menor pH. Sendo assim,
podemos concluir que na fase inicial, o ganho de peso pode ser compensado em até 30 dias apds
um igual periodo de restricio moderada de leite; a suplementagdo de mananoligossacarideo
melhora o desenvolvimento das mucosas intestinais ¢ ruminal e, com isso, pode preparar os
animais para fase de desaleitamento e a suplementacdo de manano-frutoligossacarideo nao alterou
os parametros avaliados. Enquanto que, na fase final de bovinos, a suplementacdo de taurina
desprotegida da fermentacdo ruminal ndo modificou a performance, caracteristicas de carcaca,
padrdes séricos bioquimicos, glicogénio muscular, fermenta¢do ruminal e produgdo de AGV’s.

enquanto que o pH ruminal apresentou reducdo linear com a suplementagdo da taurina.
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Abstract

We estimated the effect of prebiotic supplementation and feed restriction on lactating calves. The
study was divided into two experimental periods of 28 days each with 20 crossbred calves that had
initial body weight of 37 Kg and housed in individual pens. The animals were split in four
experimental groups: animals fed 6 L milk/day (CON) in the two periods, animals fed milk
restricted (3 L milk/day) in the first period and followed by CON feeding in the second period
(RES), animals receiving supplementation of 5 g/day of mannanoligosaccharide (MOS) and
animals receiving supplementation of 5 g/day mannan and frutoligosaccharide (MFOS). At the
end of the study, all the animals were slaughtered. The average weight gain was lower in the
restricted group when compared with CON and MFOS groups in the first period (P < 0.05) and
there were no difference among the groups in the second period. Animals supplemented with MOS
showed a significant increases in jejunal villus height and rumen papillae, which were not observed
for MFOS group (P < 0.05) compared with RES and CON groups. There were no difference in
ghrelin and leptin levels among treatments during periods 1 and 2 (P > 0.05). Also, the expression
of ghrelin receptors in the paraventricular region of the hypothalamus did not differ among groups.
We conclude that milk restriction during the first weeks of life in calves resulted in compensatory
gain and did not modify the hormonal profile and expression of the ghrelin receptor in the
hypothalamus. Moreover, prebiotic supplementation changed the development of intestinal and

ruminal epithelium.

KEY WORDS: compensatory gain, growth, management.
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Introduction

The pre-weaned calf is the most at-risk population of cattle on the farm for gastrointestinal
malfunction [1], the first three months of calves’ life are marked by several physiological and
digestive changes [2]. Often at this stage the animals do not adapt to all transformations and
modifications in their digestive physiology [3] resulting in high morbidity and mortality. The use
of dietary strategies and supplementation of substances that act as growth factors are frequently
chosen as a strategy to help overcoming these periods and to improve the maturation and digestive
function of the gastrointestinal tract (GIT) [4-6].

Prebiotics are able to modulate the intestinal microbiota and may be a choice while the aim
is to improve growth of lactating calves, nutrient absorption and intestinal development [7].
Oligosaccharide is a group of prebiotics well known for boosting the gastrointestinal tract
development. Within this group, mannanoligosaccharides (MOS) and fructooligosaccharides
(FOS) display good results [8,9]. Previous studies have shown that addition of prebiotics to animal
diets can improve mucosal immune system function, average daily gain and fecal scoring [10-12].
Calves receiving supplementation of 4 g/day of MOS had improvement in body weight (BW) and
structural growth measurements were better compared to control group [9]. Prebiotics may also be
involved in secretion of the hormone of satiety, delayed gastric emptying and increased energy
expenditure [13]. The mechanisms underlying these effects comprise reductions in the release of
the orexigenic hormone ghrelin by the endocrine gastrointestinal cells in response to nutritional
stimuli [14].

Another alternative to improve intestinal and ruminal development and accelerate the
transition to the stage of functional ruminants is the milk restricted feeding for a period, which
accelerates the development during the re-alimentation post-restriction period [15]. The dietary
restriction promotes a reduction in the requirement for maintenance energy due to the lower body
weight with consequent compensatory gain (CG) upon re-alimentation [15,16]. However, the
mechanisms controlling the CG are ambiguous and the interpretation of the results from these

studies is often confounded due to methodological differences in the timeframe of feed restriction



102

and subsequent re-alimentation, as well as changes in diet composition between restricted and re-
alimented periods [17,18]. Therefore, to further understand the mechanisms underlying the CG, it
is important to investigate how the molecular aspects of tissues metabolically activates during the
CG. This comprehension would lead to a better exploration and a possible incorporation of this
approach in the management of beef cattle [18]. The aim of this study was to compare two feeding
techniques for suckling calves and verifying metabolic-hormonal changes that could promote

better development, growth, weight gain and animal health to prepare calves for weaning period.

Material and methods

All procedures involving animals were approved by Ethics Committee on Animal Use (CEUA)

from Federal University of Goias (UFG) — Protocol 017/16 (S1 File).

Animals and feeding

Twenty crossbred dairy calves were used in this study, at the beginning of the experiment calves
had a mean live weight of 37.83 + 4.92 Kg. The animals were identified by ear rings and housed
individually in twenty covered pens with concrete floors. Cleaning and disinfection of the
environment was performed by daily washing using hypochlorite solution (10%). Calves were fed
pooled colostrum before their arrival at the experimental site for the first two days of life. The
calves went through an adaptation period of four days, receiving in this period 6 L of whole
milk/day and ad libitum initial concentrate (based on corn, soybean meal and mineral premix), hay
and water.

Thereafter, the animals were randomly distributed into four different experimental groups, CON,
RES, MOS and MFOS with 5 animals in each. After 10 days of data collection, one calf of MOS
group (n=4) died of unknown causes. CON calves received 6 L of milk/day for 56 days. RES
calves received restriction milk (3 L/day) for 28 days (Period 1) followed by 6 L milk/day for 28

days (Period 2). MOS animals had supplementation of 5 g/day of mannanoligosaccharides
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(GlucanMos — Yes, Brazil) and same diet of CON animals. MOS calves had supplementation of 5

g/day of manan-fructooligosaccharides (GlucanMosFos — Yes, Brazil) and same diet of CON
animals. Calves had ad libitum access to water, tifton hay and the starter grain diet (based on corn,

soybean meal and mineral premix), which met the requirements for pre-weaned calves throughout
the study. The milk was offered twice a day, at 8:00 h in the morning and 3:00 h in the afternoon,

using plastic buckets. Prebiotics were dissolved in milk prior to suckling.

Growth and blood sampling

The calves were weighed immediately after arriving at the experimental site and each 15 days
thereafter. The animals were weighed before the morning suckling using a mechanic scale with
capacity of 100 Kg (ValFran — model 602, Sao Paulo, Brazil) and the body weight gain were
calculated as sum of the entire experimental period. Individual blood samples were collected from
each animal at 10, 22, 37 and 49 days of the study. The blood samples were taken via jugular
venipuncture after local asepsis, using a 10-mL blood collection tube (VacuPlast, Sao Paulo,
Brazil) containing no additive for serum dosage of alkaline phosphatase, total ghrelin, leptin,
glucose, triglycerides, lactate, creatinine, protein and urea. For this, the blood samples were
immediately placed on ice, followed by centrifugation (2,000 x g, 4°C, 15 min) transferred by
pipette into 2-mL plastic tubes and stored at -20°C until further biochemical parameters analysis.
For serum ghrelin assay, 500 puL of the serum were separately acidified with 50 uL of HCI 1M and
stored at —80 ° C. The serum collected for quantification of leptin was transferred to identified

plastic microtubes and stored in a freezer at -80 ° C.

Animal harvest and tissue sampling

The calves were shipped 170 km to a Research Institute’s abattoir in Urutai, GO (Instituto Federal
Goiano) at the 56 day of the experiment. The final body weight was determined immediately

before transporting the cattle. After the slaughter, the brain was promptly removed from skull and
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the paraventricular region of the hypothalamus was quickly collected, packed in plastic
microtubes, frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C to determine the expression of ghrelin
receptor. Transverse sections from the medial part of the duodenum and jejunum, as well as
fragments from the left cranial rumen sac were collected from all calves. The sample fragments
were washed in distilled water and immediately placed in 10% buffered formalin (pH 7.4) for 24
hours. After this time, the tissues were carefully washed in running water and kept in 70% alcohol

until the histological procedures were performed.

Metabolites and hormones

The metabolites were analyzed by commercial kits from Labtest (Lagoa Santa, MG, Brazil), which
were read by automatic spectrophotometer (Labmax Plenno Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil).
The following kits were used: glicose (1012), lactate (86), creatinine (127), total protein (99), urea
(27), alkaline phosphatase (40) and triglycerides (87).

The total serum ghrelin and serum leptin were obtained by the Enyzme Linked Immune
Sorbant Assay (ELISA) sandwich technique [18]. In a 96-well polystyrene plate, 100 pL of rat
anti-ghrelin antibody (AAU93610 RayBiotech®, Norcross, GA, 100 ug/mL) were added per well,
then the plate was sealed overnight at 4°C. Rat ghrelin has been used and validated to detect bovine
ghrelin in another study [19]. The plate was washed five times using washing buffer (50 mM Tris-
HCI containing Tween®-20) and blocked with 1% BSA for one hour. After, 20 uL. of serum
samples and standards were added to the wells and the plate was incubated overnight at 4°C
followed by five washes with washing buffer. Sequentially, 100 puL of detection antibody (0.25
ug/mL) (Peprotech®) was added to all wells. The plate was covered and incubated for four hours
at room temperature in a shaker at a moderate speed. After incubation, the plate was washed five
times and 100 pL of enzyme solution (streptavidin-polyHRP80 conjugated peroxidase in PBS)
was added and incubated for one hour at room temperature. Finally, the plate was washed five
times, and 100 pL/well of Substrate Solution (3, 3°, 5, 5’-tetrametil-benzidina in PBS with H,0,)

were added. After 30 minutes of development, 100 pL of stop solution (0.3M HCI) were added
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rapidly and the plate was read in a Genios plate reader (Phoenix Research Products, Candler, NC)

with an excitation wavelength of 535 nm and an emission filter of 590 nm. The leptin analyzes
followed the same methodology used for ghrelin analyze and it was used the anti-human leptin
antibody (500-P86 Peprotech®, Rocky Hill, NJ). Leptin human homology with bovine leptin was

validated in other study [21].

Histology

The samples from jejunum, duodenum and rumen were processed for 8:45 hours in a tissue
processor (Tissue processor: LupeTec PTOSTS; Sao Carlos, Brazil). Fixed samples were
embedded in paraffin and serially sectioned into 5 um thickness slices with an automatic rotator
microtome (Leica RM2155, Nussloch, Germany). The sections were stained with hematoxylin and
eosin according to the method described previously by [22]. Tissue morphologic characteristics
were evaluated under light microscope (Leica DM 2500, Nussloch, Germany) equipped with a
video camera QICAM Fast 1394 (QcaptureW, Surrey, BC, Canada) connected to the computer-
based image analysis software QImaging (QcaptureW, Surrey, BC, Canada). Duodenum and
jejunum tissues were evaluated for villi height and crypt depth (50x of magnification), while rumen
tissue was evaluated for rumen papillae length (25x of magnification) [23]. Data from all calves

were pooled for procedure analysis.

Western blot analysis

Quantitative Western blot analysis was used for the detection of bovine ghrelin receptor [24]. The
hypothalamus sample was homogenized for extract preparations in 250 pL ice-cold mild lysis
buffer, containing 1% Nonidet P-40, 0.05 mol/L NaCl, 0.01 mol/L sodium phosphate (pH 7.2), 2
mmol/L ethylene diamine tetra acetic acid, 50 mmol/L sodium fluoride, 0.2 mmol/L sodium
vanadate, and 1 g/mL of aprotinin. The tissue homogenates were sonicated on ice (3 cycles, twice
for 10 s) and centrifuged at 20 000 % g for 10 min and supernatants were collected. Protein levels

in the homogenates were determined using the Bradford methodology [25].
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Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis was performed on an equivalent
amount of protein samples using precast 10% resolving / 5% stacking Tris-HCI gels (Bio-Rad,
Hercules, CA). Separated proteins were transferred to nitrocellulose membrane (Amersham
Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ). Membranes were blocked in 5% nonfat milk in TBS
buffer containing 0.1% Tween 20 (TBST) for one hour at room temperature. Blocked membranes
were incubated in primary antibody specific for mouse ghrelin receptor bs-11529R, (Bioss,
Woburn, Massachusetts) at a concentration of 1:1000, in TBST overnight at 4 °C. The membranes
were washed and probed with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Amersham
Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ) for one hour at room temperature. Chemiluminescence
detection was performed with the Amersham enhanced chemiluminescence detection kit according
to the manufacturer’s instructions. To ensure a similar amount of protein in each sample, the
membranes were "stripped off", reprobed with GAPDH, developed with horseradish peroxidase-

conjugated secondary antibody, and visualized by enhanced chemiluminescence.

Statistics and analyses

Values are reported as the mean + the standard error of the mean (SEM). All the variables were
examined by one-way ANOVA, considering treatment as factor. When a significant main effect
of treatment was observed, the Tukey’s multiple comparisons test was used to compare groups.
Data were analyzed using the GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA, USA), with p < 0.05 considered as significant.

Results

Changes in body weight gain and food intake

Fig 1 shows the changes in the average weight gain, the total weight gain and solid food intake of
calves that underwent milk restriction or supplemented with prebiotics. The average of weight gain

during period 1 (Fig 1B) for RES animals was smaller than control, which was not seen in MOS
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and MFOS animals (RES:13.18 £ 0.9 Kg; CON: 18.54 + 1.4 Kg; MOS: 17.63 £+ 1.4 Kg; MFOS:
18.64 £ 1.3 Kg). Converse, during period 2 (Fig 1C) there were no differences among groups with
regard to body weight gain. At the end of experiments (day 56 = period 1 + period 2) the total

weight gain was similar among groups (Fig 1A - CON: 86.79 % 8.6%; RES: 85.28 + 9.1%; MOS:

78.56 £ 10.9%; MFOS: 87.81 £ 10.43%, respectively). Figures 1D and 1E show the intake of solid
food by treatments during periods 1 and 2, respectively. No difference was found for the
consumption in the first 28 days of the experiment, in contrast, in the period 2 RES animals had

higher consumption of solid food compared to other animals (RES: 875.2 + 34.0 g; CON: 686.3 +

21.0 g; MOS: 640.3 £22.8 g; MFOS: 638.4 £ 18.1 g).

Fig 1. Calves weight gain and solid food intake. The average weight gain during periods 1 and
2 (Fig 1B and 1C, respectively), the total weight gain (Fig 1A) and solid food intake during periods
1 and 2 (Fig 1D and 1E, respectively) of calves underwent milk restriction or supplemented with
prebiotics. Data are presented as mean + the standard error of the mean (SEM). *Represent

significant differences among groups.

Metabolites and Hormones

The comparison of the changes in metabolites and in hormone concentrations obtained from all
groups and treatments are shown in Fig 2 and 3, respectively. There were no differences among
groups and periods of treatments regarding to serum levels of lactate (Fig 2A), protein (Fig 2B),
creatinine (Fig 2E), urea (Fig 2F) and alkaline phosphatase (Fig 2G). Triglyceride level (Fig 2C)
was higher in the MFOS group compared to RES during period 1, no change was found for the
other groups in the same period or between groups in period 2. Glucose did not alter between
groups in the two periods (Fig 2D), in contrast was lower in the RES animals in period 1 compared
to period 2. Restriction (RES) and supplementation (MOS and MFOS) were unable to modify the

serum levels of ghrelin (Fig 3A) and leptin (Fig 3B).



108

Fig 2. Changes in metabolites of calves underwent milk restriction or supplemented with
prebiotics. Serum levels of lactate (Fig 2A), protein (Fig 2B), triglycerides (Fig 2C), glucose (Fig
2D), creatinine (Fig 2E), urea (Fig 2F) and alkaline phosphatase (Fig 2G) of calves fed milk
restricted or supplemented with prebiotics during period 1 (gray bars) and period 2 (black bars).
Data are presented as mean =+ the standard error of the mean (SEM). *Represent significant

differences among groups.

Fig 3. Hormone concentrations of calves underwent milk restriction or supplemented with
prebiotics. Ghrelin (Fig 3A) and leptin (Fig 3B) serum levels during period 1 (gray bars) and

period 2 (black bars). Data are presented as mean + the standard error of the mean (SEM).

Epithelial Growth

Fig 4 shows the effect of both milk restriction and of prebiotics supplementation in rumen papillae
and villus of the small intestine of calves. The length of the rumen papillae (Fig 4E) was greater
(P <0.001) in MOS (1536.04 £ 67.10 um) compared to CON (1284.33 £ 58.92 um) and RES
(1159.47 £4 6.87 um) group. However, the supplementation with manan-fructooligosaccharides
(MFOS group) did not affect the papilla size (1323.95 £ 66.34 um). Concerning the villus height,
MOS supplementation significantly increased jejunum villus height (Fig 4J) (676.21 £ 32.59 um)
ratio (P < 0.001) compare with CON (551.59 £ 27.58 um) and RES (478.08 + 28.64 um) groups,
but MOS group was not different from MFOS (603.29 = 39.04 um) (Fig 4J). No statistical
differences were observed in duodenal villi height among groups (Fig 4J) (P > 0.05). At the same

time, no differences were found in the crypt depth in both duodenum and jejune among groups (P

> 0.05) (Fig 40).



109

Fig 4. Histomorphometry of ruminal papillae and small intestine mucosa of calves.
Representative images of ruminal papillae (Fig 4 A-C), jejunum villi (Fig 4 F-I) and duodenum
villi (Fig 4 K-N). Length of ruminal papillae (Fig 4 E); height of villi (Fig 4 J) of jejunum (gray
bars) and duodenum (black bars); Crypt depth (Fig 4 O) of jejunum (gray bars) and duodenum
(black bars) after 56 days of study of calves that underwent milk restriction or supplemented with
prebiotics. Data are presented as mean = the standard error of the mean (SEM). *Represent

significant differences among groups.

Expression of ghrelin receptor in hypothalamus

The expression of GHS-R1a in the hypothalamus is presented in Fig 5 and was not different among

control and treatments (RES, MOS and MFOS) (P > 0.05).

Fig 5. Gene expression of ghrelin in hypothalamus of calves. Expression of ghrelin receptor
(GHS-R1a) in the paraventricular region of the hypothalamus of calves underwent milk restriction

or supplemented with prebiotics. Values are presented as mean + standard error.

Discussion

Our main findings were: 1) Milk restriction caused lower weight gain during restriction period; ii)
After milk restriction, calves had greater solid feed consumption and compensatory gain weight;
iil) Mannanoligosaccharides supplementation improved rumen and intestinal mucosa
development; iv) Milk restriction or prebiotics supplementation did not alter serum ghrelin and
leptin and ghrelin receptor in the hypothalamus. The compensatory gain observed for RES group
in this study was initially proposed as the fast weight gain after a period of feed restriction [26,
27]. The CG results may vary among individuals, despite the literature considers that the
compensatory gain may be improved if the duration of growth restriction is short and not so severe
[15]. In our study, the methodological choice of dietary restriction was not severe enough to change

calves solid feed intake during the period 1. The consumption of concentrate and roughage is very
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small in the first two weeks of calves life [28] and cannot immediately compensate the reduction
in milk intake, which explains the reducing in the body weight gain observed in period 1 of RES
group. In prior reports, faster weight gain of restricted and re-alimented periods is firstly associated
with the recovery of metabolic activity and thereafter with the development of the liver and small
intestine in the second period [6]. However, in our experiment, milk restriction for 28 days did not
modify villi and crypt development in duodenum and jejunum, as observed in RES calves.
Furthermore, the GC responses may be attributed to the restoration of the amount of milk (6 L/day)
and the increase in solid food intake in RES group, during period 2, when compared to the CON,
MOS and MFOS groups. Curtis and colleagues [29] showed that 3-week-old calves submitted to
milk substitute restriction increased solid food intake, which coincided with the increase in growth
of these animals when compared to the group fed ad libitum.

It has been shown that solid food intake increases the size of the rumen as well as the dimensions
of rumen papillae [30,31]. Although our results showed that the RES group had higher solid food
intake in the period 2, there were no differences in rumen papillae length. Intriguingly, however,
supplementation with MOS dissolved in milk resulted in increasing of rumen papillae length
papillae, in spite of the lack of difference in dry matter intake when compared to CON group.
Papilla measures may be the main developmental variable of rumen epithelium, being the gold
standard method to detect the influence of treatment on rumen development [22]. The type and
composition of the liquid food may indirectly affect the length of the ruminal papillaec by
modulating the development of the small intestine [32].

The final products of the prebiotics fermentation are the production of volatile fatty acids (VFA’s)
[33]. In the present study, the manan-oligosaccharide supplementation (MOS group) improved the
intestinal and ruminal tissue, probably due to promoting a boosted energy availability, thus
favoring a better development and renewal of cells in intestinal and ruminal tissue. The increase
in available VFA’s in the intestinal lumen is associated with increased serum levels of glucagon
like peptide (GLP) and consequent increasing in ruminal papillae development [32,34]. On the

other hand, our results showed that the supplementation of manan-frutoligosaccharide (MFOS
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group) did not alter the ruminal tissue growth, which corroborates with an earlier study that
reported no significant increase in height of the papillae when prebiotics were given as supplement
to lactating calves [4].

The current study confirmed that prebiotics supplementation boost on intestinal development, as
seen in the higher villus height of the MOS group. The VFA butyrate is used as an energy source
by enterocytes, stimulates cell proliferation, differentiation and improves intestinal barrier function
which leads to higher villus and depth crypts [2, 7, 8, 9]. Changes in villus structure obtained with
prebiotic supplementation result in a greater capacity of absorption of nutrients by the intestine.
However, the improved development of jejunal villus did not reflect the performance of the
animals in this currently study. Literature comprises conflicting data on the effect of prebiotics use
and animal performance in the first months of life [9, 11, 12, 32, 35]. Current findings of our study
indicate that during weaning, calves must transit from a milk- based diet to one based on solid feed
intake, in which MOS supplementation may prepare the calves for faster adaptation during
weaning.

We did not find changes in serum creatinine, total protein, urea and alkaline phosphatase levels
among the treatments and experimental periods (Fig 2). In fact, little variations were expected,
concerning some metabolites parameters, since at 5 days of age creatinine levels are already close
to those observed in adult animals [36], and the previous study did not find differences in plasma
urea between calves fed with ad libitum milk or conventional system [37]. On the other hand, we
found that serum triglyceride concentration was significantly lower in the RES group in period 1
compared to the MFOS group. It has been previously reported that during the food restriction
considerable levels of triglycerides can be used to supply the energy expenditure [38,39], which
corroborate this result. Also, the lower glucose level in period 1 than in the period 2 in RES group
support the hypothesis that triglycerides are being used as an energy source. The lack of glucose
changes among treatments in both periods suggests that the restriction allows a compensatory
change in the synthesis and/or use of glucose maintaining a normal glycemia. In fact, literature

reports normal pre-prandial glucose levels (70 to 120 mg/dL) in suckling calves [40].
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In cattle, there is an increase in ghrelin and a decrease in leptin levels just before meals in response
to fasting and decreased ruminal filling [41]. In the current study, serum concentrations of total
ghrelin and leptin, as measured once in each experimental period, did not differ among treatments.
Miura and coworkers showed a difference in pre and post-prandial plasma ghrelin concentrations
of approximately 90 ng/mL in adult cows and much less variation in young calves [20]. Several
factors, including body size and/or composition, feeding frequency and diet composition or
amount supplied may affect ghrelin responsiveness among experiments [42,43,44]. In our study,
solid feed was available ad libitum, and this could interfere in the ghrelin and leptin results.

To further investigate the mechanisms underlying the faster gastrointestinal development, we
measured the expression of ghrelin receptor by western blotting assay in the hypothalamus at the
end of the experiment. The hypothalamus plays an important role in regulating energy homeostasis
and food seeking and intake behaviors in several animal species [45,46,47]. Ghrelin receptor
(GHS-R) is expressed throughout the hypothalamus, mainly in the arcuate nucleus [48]. Our
results showed that GHS-R1a levels in hypothalamus were not affected by restriction (negative
energy balance), re-alimented period (positive energy balance) or prebiotic supplementation. This
result is strikingly different from that observed in rats (a non-ruminant species), in which fasting
periods significantly increased the level of GHS-R1a mRNA in the hypothalamus [49]. On the
other hand, our data on cattle corroborate with those from Chen and colleagues [50] that also did
not find difference in the expression of ghrelin receptors in the hypothalamus of broilers with 30

days of age submitted to different feeding strategies.

Conclusions

Calves feeding milk restricted in the first 4 weeks of life had a smaller gain of weight during
restriction period followed by compensatory gain of weight and increasing in solid food intake
during the re-alimented period. Prebiotic supplementation did not reflect better performance of the
animals, although it had improved the development of intestinal and ruminal mucosa. However,

these alterations presented by the different treatments did not alter the metabolic, hormonal
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parameters and the expression of GHS-R1a in the hypothalamus. In summary, supplementation of
mannan-oligosaccharide was efficient to accelerate the development of the gastrointestinal tract

and prepares the animals for the weaning period.
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Fig 1. Calves weight gain and solid food intake.
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Fig 2. Changes in metabolites of calves underwent milk restriction or supplemented with
prebiotics.
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Fig 3. Hormone concentrations of calves underwent milk restriction or supplemented with
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Fig 4. Histomorphometry of ruminal papillae and small intestine mucosa of calves.
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Fig 5. Gene expression of ghrelin in hypothalamus of calves.
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