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RESUMO

TEOFILO, Tiago da Silva. Morfofisiologia ruminal de vacas leiteiras
alimentadas no pré-parto com dietas de diferentes teores energéticos. 2010.
50 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG."

Vacas leiteiras, apos o parto, recebem dietas ricas em carboidratos
rapidamente fermentaveis no ruminorreticulo, levando a producao de AGV em
alta velocidade o que pode levar a um quadro de acidose ruminal (AR). O
objetivo desse trabalho foi verificar se a dieta de transicdo, fornecida nas ultimas
semanas de gestacdo, contribui efetivamente para o controle da AR em vacas
leiteiras no pos parto. Para isso, seis vacas da raga holandesa, alocadas em um
delineamento em blocos casualisados, de acordo com a data prevista de parto.
Seis semanas antes do parto esperado, foram submetidas a uma dieta de
padronizacdo e quatro semanas antes do parto foram submetidas as dietas com
baixo ou alto teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) na dieta. Apos o parto,
todas as vacas receberam dieta de lactagdo. As vacas que receberam dieta de alto
CNF apresentaram maior ingestdo de matéria seca ¢ maior producao leiteira.
Dieta com alto teor de CNF propiciou maior extensdo da superficie absortiva do
ramen do que a dieta com baixo teor de CNF, sugerindo que a dieta de transicao
tem efeito na capacidade ruminal de absorcdo de AGV, a qual tem alta
correlagdo com a superficie absortiva do rimen, sendo importante no controle da
AR. A extensdo da superficie absortiva antes do parto foi menor do que apods o
parto, provavelmente refletindo o efeito da dieta lactacional altamente
energética. O fornecimento de dieta com elevado teor de CNF no pré-parto pode
ser uma boa alternativa no controle da acidose ruminal pos-parto em vacas
leiteiras de alta producdo, por promover um maior desenvolvimento da
superficie absortiva do rimen podendo dessa forma evitar o acimulo de AGV
neste compartimento. A maior ingestdo de matéria seca ¢ a maior producio
leiteira associada a dieta com alto teor de CNF no pré-parto parecem ter sido
reflexo de melhores condigdes fisiologicas do rumen desses animais.

'Comité Orientador: Dr. Jodo Chrysostomo de Resende Junior — UFLA
(Orientador), Dra. Suely de Fatima Costa — UFLA, Dr. Mario César
Guerreiro — UFLA.



ABSTRACT

TEOFILO, Tiago da Silva. Rumen morphophysiology of dairy cows fed diets
of different energy levels before partum. 2010. 50 p. Dissertation (Master in
Veterinary Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

Dairy cows after calving, receiving diets rich in reticulorumen rapidly
fermentable carbohydrates, leading to VFA production at high speed. This high
VFA production could lead to ruminal acidosis (RA). The aim of this study
was to determine whether transition diet, given in the last weeks of pregnancy,
contributes effectively to the control of post partum RA in dairy cows. Six
Holstein cows divided in a randomized block design, according to the expected
date of birth. Six weeks before the expected calving were fed a standardization
diet. Four weeks before calving were subjected to diets with low or high
content of non-fiber carbohydrates (NFC).. After calving, all cows were fed a
highly energetic lactation diet. Cows fed the diet high NFC had higher dry
matter intake and increased milk production. Diet high in NFC caused greater
extension of the rumen absorptive surface than the diet low in NFC. This
suggesting that transition diet has positive effect on the VFA ruminal
absorption, which is important in RA controlling. The extent of the absorptive
surface before parturition was lower than after delivery, probably reflecting the
effect of high energy lactation diet. Providing a diet with high content of NFC in
the pre-partum may be a good alternative in controlling postpartum RA in dairy
cows of high milk production. Promoting the further development of the
absorptive surface of the rumen can thus avoid the accumulation of AGV in this
compartment. The higher dry matter intake and increased milk production
associated with diets high in NFC in the pre-birth seem to have been a reflection
of better physiological condition of the rumen of these animals.

'Guidance Committee: Dr. Jodo Chrysostomo de Resende Junior — UFLA
(Advisor), Dra. Suely de Fatima Costa — UFLA, Dr. Mario César
Guerreiro — UFLA.
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1 INTRODUCAO

O periodo periparturiente de vacas leiteiras compreende trés semanas
antes e trés semanas apos o parto e ¢ frequentemente denominado periodo de
transicdo. Nessa fase ocorre uma série de adaptagdes homeorréticas, a fim de
preparar a vaca para uma nova condicdo fisiologica e podem ocorrer diversos
distirbios metabdlicos que dificultam a expressdo do potencial produtivo
durante a lactagdo, provocando danos diretos ao animal, bem como perdas
econdmicas.

Desde a década de 20 existe a recomendagdo de aumentar o
fornecimento de carboidratos de rapida fermentagdo no rimen para vacas
leiteiras de alta produgdo no periodo que antecede o parto, como forma de
prepara-las para a lactagdo. Apds o parto, ha aumento acentuado na densidade
energética da dieta oferecida, visando conciliar o consumo de energia a alta
demanda metabodlica da lactacdo.

A acidose ruminal inaparente ou subaguda ¢ um dos disturbios comuns
que ocorrem no inicio da lactacdo, devido ao desequilibrio entre a producdo e a
remocao dos acidos graxos volateis (AGV) do ambiente ruminal, levando ao
acumulo destes acidos. Os AGV produzidos no ramen, oriundos do metabolismo
microbiano, provém a maior parte das exigéncias energéticas dos ruminantes. A
remoc¢do (clearance) dos AGV do ruminorreticulo ocorre por absor¢do pela
parede do Orgdo e por passagem para o omaso e compartimentos distais
juntamente com a fase fluida ruminal. O aumento na superficie absortiva do
ruminorreticulo pode ser induzido pela manipulagdo dieta do periodo de
transi¢do, permitindo maior absor¢do de AGV e consequente queda em sua
concentracgdo no fluido, podendo evitar acidose ruminal apds o parto ¢ aumentar

0 desempenho do animal.



Este trabalho foi conduzido objetivando avaliar o efeito da dieta de
transicdo, com alto teor de grdos, fornecida nas ultimas semanas de gestacdo
sobre a morfofisiologia ruminal ¢ desempenho produtivo no inicio da lactagdo

em vacas leiteiras de alta produgao.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos morfolégicos do estbmago de ruminantes

O estdbmago dos ruminantes ¢ constituido por quatro compartimentos
morfologicamente distintos: rumen, reticulo, omaso e abomaso. Os trés
primeiros compartimentos correspondem a por¢do aglandular e o ultimo a
porgdo glandular, onde é produzida a secregdo gastrica. O rimen ¢ o maior dos
compartimentos do estdmago dos ruminantes e ocupa a maior parte da cavidade
abdominal, especialmente o antimero esquerdo (Nickel et al., 1981).

O ramen e o reticulo normalmente sdo considerados como uma Unica
camara, denominada ruminorreticulo ou cadmara de fermentagdo proximal,
devido a inexisténcia de barreira fisica consistente, com isso, a digesta esta
constantemente circulando entre esses dois compartimentos, devido a motilidade
visceral (Nickel et al., 1981).

A superficie interna do rimen de um animal adulto é caracterizada
macroscopicamente pela presenca de intimeras projecdes da mucosa, as papilas
ruminais, as quais aumentam a superficie interna do 6rgdo (Banks, 1992). As
papilas se projetam para o lume do oOrgdo, podendo apresentar formas e
tamanhos variados nas diferentes partes do rimen (Schnorr & Vollmerhaus,
1967; Henrikson, 1970), sendo maiores ¢ mais densas nas regioes ventrais dos
sacos ruminais. A parede do raimen é formada pelas tinicas serosa, muscular e
mucosa, dispostas nessa ordem em direcdo ao limen do orgdo (Steven &
Marshall, 1970; Dellmann & Eurell, 1998).

O epitélio de revestimento do rimen ¢ do tipo estratificado pavimentoso
queratinizado, de espessura variavel, formado por quatro camadas de células
distintas: basal, espinhosa, granulosa e cornea ou queratinizada (Banks, 1992;
Dellmann & Eurell, 1998). O epitélio ¢ a parte metabolicamente ativa da mucosa

e exerce as fungdes fisiologicas de absor¢do, metabolismo de AGV e protegao



(Sakata & Tamate, 1979; Galfi et al, 1991). A camada protetora é a
queratinizada e apresenta baixa capacidade metabolica devido a presenga de
grande quantidade de queratina no citoplasma e poucas organelas celulares
(Baldwin & Jesse, 1991).

O epitélio ruminal é naturalmente paraqueratotico (Lavker et al., 1969;
Lavker & Matoltsy, 1970). No entanto, maior prevaléncia de paraqueratose
ruminal ¢ associada a dietas com alto teor de alimentos concentrados (Tamate &
Kikuchi, 1978), provavelmente resultante da inducdo de alta taxa de proliferacao
e migracao celular sem tempo suficiente para completa diferenciacdo (Goodlad,
1981). A camada muscular é constituida por miisculo liso formando as camadas
circular interna e longitudinal externa. A serosa é composta por epitélio simples
pavimentoso, denominado mesotélio, voltado para a cavidade abdominal, e por
uma faixa de tecido conjuntivo, localizada internamente a primeira, e que
contém vasos sanguineos e linfaticos, nervos ¢ tecido adiposo (Banks, 1992;

Dellman & Eurell, 1998).

2.2 Fermentacao ruminal e absorgdo de AGV

A digestao de carboidratos, como a celulose ¢ a hemicelulose, ndo pode
ser feita por enzimas oriundas de mamiferos (Soest, 1991), exigindo um
processo que envolve a colonizag@o do trato gastrintestinal por microorganismos
simbioticos (Stevens & Hume, 1998). Os acidos graxos volateis (AGV) ou
acidos graxos de cadeia curta, principalmente acetato, propionato e butirato, mas
também em menor quantidade, valerato, caproato, isobutirato, metilbutirato, 2-
metilbutirato e tragos de outros acidos de cadeia mais longa, sdo produzidos no
ruminorreticulo como alguns dos produtos resultantes da atividade microbiana
sobre a matéria organica (France & Siddons, 1993), podem prover até¢ 80% da

exigéncia diaria de energia dos ruminantes (Bergman, 1990).



A concentragdo de AGV no fluido ruminal é bastante variavel, podendo
oscilar entre 70 ¢ 150 mM em vacas leiteiras de alta producdo, dependendo da
composi¢do da dieta, bem como do tempo decorrido apds a alimentagdo. O pico
de concentragdo ocorre entre 10 a 14 horas apés a primeira alimentagdo em
vacas leiteiras alimentadas com dieta completa, apresentando elevado teor
energético (Pereira & Armentano, 2000; Salvador et al., 2008).

O padrao de fermentagdo ¢ determinado pela composi¢dao da populagao
microbiana, a qual é determinada pela dieta basal, particularmente pelo tipo de
carboidrato dietético. Dietas baseadas em forragem, apresentando altos teores de
fibra, estimulam o crescimento de espécies de bactérias produtoras de acetato e a
propor¢ao molar entre acetato : propionato : butirato estara em torno de 70 : 20 :
10. Entretanto, dietas ricas em amido propiciam o desenvolvimento de bactérias
produtoras de propionato e estdo associadas com aumento na propor¢ao de
propionato em detrimento do acetato, embora acetato seja sempre o mais
abundante dos AGV. Sob certas condigdes, dietas concentradas podem estimular
o desenvolvimento de uma grande populacdo microbiana com aumento na
propor¢do de butirato ao invés de propionato. Outros fatores podem também
afetar o padrdo de fermentacdo como a forma fisica da dieta, o nivel de
consumo, a frequéncia de alimentagdo ¢ o uso de aditivos quimicos (France &
Siddons, 1993).

Além dos carboidratos dietéticos, as proteinas e parcialmente os lipidios
podem gerar AGV no ramen. A contribuigdo de lipidios é muito pequena,
porque somente a por¢do carboidrato, isto €, glicerol e galactose gerados a partir
da hidrolise de lipidios ¢ fermentada, o que ndo ocorre com os acidos graxos de
cadeia longa. As proteinas, entretanto, podem ser uma fonte significativa de
AGYV quando as dietas tém alto teor de proteina degradavel no ramen. As
proteinas sdo hidrolisadas a aminoacidos, os quais sdo desaminados antes da

conversao para AGV. A partir dos aminoécidos valina, leucina e isoleucina, sdo



formados os AGV isobutirico, 3-metilbutirico, e 2-metilbutirico,
respectivamente. Esses AGV de cadeia ramificada sdo fatores de crescimento
essenciais para certas espécies de bactérias no rimen (Cotta & Hespell, 1986).

A remocdo (clearance) dos AGV produzidos no ruminorreticulo ocorre
por dois processos: absor¢ao pela parede do 6rgdo e passagem com a fase fluida
ruminal pelo oOstio reticulo-omasal (Peters et al., 1990; Resende Junior et al.,
2006b). A absorgdo através da parede do rimen ocorre tanto por difusdo simples
dos acidos na forma protonada (Dijkstra, 1993; Sehested et al., 1999), quanto
por absor¢do na forma anidnica, provavelmente devido a um mecanismo de
troca i6nica envolvendo Cl- e HCO3- (Kramer et al., 1996; Gébel et al., 2002).
Segundo Gébel et al. (2002), a transferéncia trans-epitelial de AGV na forma
protonada, do fluido ruminal para o sangue, contribui diretamente para manter
mais elevado o pH intrarruminal, ja que protons sdo absorvidos junto com os
AGYV. Por outro lado, a absor¢do de AGV na forma anionica poderia induzir
queda no pH do fluido ruminal, pois prétons ficam no rumen e os AGV nio
protonados, que sdo bases fracas, sdo absorvidos. No entanto, juntamente com a
absor¢do de AGV na forma anibdnica, ocorre liberagdo de bicarbonato para o
limen ruminal, evitando uma possivel queda no pH (Kramer et al., 1996; Gébel
et al., 2002).

Os fatores que influenciam o clearance por absorgdo sdo a concentragio
ruminal de AGV (Dijkstra et al., 1993; Gébel et al., 1993), o pH do ambiente
ruminal (Dijkstra, 1993), o volume de fluido ruminal (Dijkstra, 1993; Resende
Junior et al., 2006a) e a extensdo da superficie absortiva, a qual reflete
diretamente o tamanho das papilas do ramen (Dirksen et al., 1984; Daniel et al.,
2006). Ja o clearance por passagem com a fase fluida para o omaso é
principalmente influenciado pela motilidade (Crichlow & Chaplin, 1985) e pelo

volume de liquido ruminal (Resende Junior et al., 2006a).



Da quantidade total de AGV que sai do ruminorreticulo por passagem, a
maioria parece ser absorvida no omaso (Rupp et al., 1994). Cerca de 50 a 60%
do clearance ruminal de AGV acontece por absor¢do pela parede do
ruminorreticulo e os outros 40 a 50% passam para o omaso (Peters et al., 1990;
Voelker & Allen, 2003; Resende Junior et al., 2006a), porém uma quantidade
razoavel de AGV atinge o abomaso (Rupp et al.,, 1994), provavelmente
incorporada ao fluido que ndo atingiu os recessos interlaminares do omaso.

As areas das superficies epiteliais do ruminorreticulo (Dirksen et al.,
1984) e, provavelmente, do omaso estdo diretamente relacionadas com a
capacidade de absorcdo de AGV. Na mesma unidade de area existe diferenga
entre a velocidade de absor¢cdo de AGV pela parede do rumen e pela parede do
omaso (Daniel et al., 2006), demonstrando que os fatores determinantes da
absor¢do de AGV variam conforme as caracteristicas morfofisiologicas dos
diferentes segmentos do TGI. Existem indicios de que a morfologia do epitélio
do omaso também seja influenciada pela dieta (Daniel & Resende Junior, 2007;

Costa et al., 2008).

2.3 Proliferagéo celular no ruminorreticulo

No epitélio da mucosa ruminal a proliferagdo celular ocorre a partir da
camada basal, onde as células entram em divisdo mitdtica. Essas, por sua vez,
sofrem diferenciagdo ¢ migram para as camadas superiores do epitélio até
alcangar a camada cornea ¢ descamar para dentro do lume ruminal (Banks,
1992; Dellman & Eurell, 1998).

Os AGYV sido estimuladores de proliferacdo celular do epitélio ruminal
(Sakata & Tamate, 1978, 1979). O efeito direto no epitélio varia conforme o tipo
de AGV (Galfi et al., 1986) e ao menos um mediador, a insulina (Sakata et al.,
1980; Resende Junior et al., 2006b), esta envolvido no processo de estimulagao

da proliferagdo celular. Como existe um efeito estimulador direto dos AGV na



proliferagdo celular, as papilas ruminais sdo mais desenvolvidas onde a fase
fluida permanece mais tempo em contato com a parede, uma vez que esses
acidos encontram-se incorporados ao liquido ruminal. Devido a este, e
provavelmente também a outros fatores, o tamanho e¢ a forma das papilas
ruminais variam de acordo com a regido do rumen (Beharka et al., 1998; Daniel
et al., 20006).

A resposta morfologica das papilas as variagdes da dieta também ¢&
diferente conforme a regiao, estando ja estabelecido que as papilas localizadas
no saco cranial do ramen sdo as que menos respondem as variagdes dietéticas
em bovinos (McGavin & Morril, 1976; Beharka et al., 1998). Alguns
experimentos nao foram capazes de detectar resposta papilar as variagdes
nutricionais sutis (Andersen et al., 1999; Reynolds, 2004; Resende Junior et al.,
2006b), provavelmente por terem utilizado papilas oriundas do saco cranial do
ramen. Entretanto, Resende Junior et al. (2006b), mesmo trabalhando com
papilas oriundas do saco cranial, conseguiram encontrar diferenca no indice
mitotico da camada basal do epitélio, que foi mais alto (P=0,03) em papilas de
vacas alimentadas com concentrado uma vez ao dia do que em papilas de vacas
alimentadas com concentrado quatro vezes ao dia, uma vez que ocorre uma
maior resposta da mucosa ruminal a picos na concentra¢cdo de AGV. No mesmo
experimento, os autores puderam também detectar que, na transicdo de uma
dieta de padronizagdo, baseada em feno, para uma dieta com concentrado e feno,
as papilas ruminais tenderam (P=0,07) a crescer rapidamente atingindo o seu
tamanho maximo, 12 dias apos a introduc¢do do concentrado. Por outro lado, se a
presenca de AGV estimula a proliferagdao epitelial, sua auséncia ou menor
quantidade pode levar a involugdo do epitélio (Sakata et al., 1974). Jejum de
dois dias teve efeito agudo na diminui¢ao do tamanho papilar e indice mitotico e
no aumento do indice apoptotico em papilas coletadas no saco cranial do rimen

de vacas (Resende Junior et al., 2006a).



2.4 Periodo periparturiente de vacas leiteiras

O periodo de transicdo de uma vaca compreende as trés semanas antes
do parto e as trés semanas apds o parto (Grummer, 1995). Esse periodo ¢
caracterizado por ajustes metabdlicos e enddcrinos para viabilizar a adaptacao
organica ao parto ¢ a lactacao.

Bauman & Currie (1980) definiram homeorrese como ‘“mudancas
coordenadas ou orquestradas no metabolismo de tecidos corporais necessarias
para dar suporte a um determinado status fisioldgico”. De acordo com os
autores, as principais caracteristicas da relacdo homeorrética sdo a sua natureza
cronica, influéncia simultinea em multiplos tecidos, muitas vezes nao
relacionados e sua mediagdo por meio de respostas alteradas a sinais
homeostaticos. A transicdo metabolica do final da gestacdo para o inicio da
lactagdo € um exemplo tipico dessas caracteristicas.

As concentragdes de insulina plasmatica diminuem no periodo final da
gestagdo e no inicio da lactagdo em vacas leiteiras, com picos agudos no dia do
parto (Kunz et al., 1985). A resisténcia a insulina previamente observada em
humanos e animais de laboratério durante o final da gestagdo também ocorre em
ruminantes (Petterson et al., 1993, 1994). Este evento ¢ manifestado por meio da
sensibilidade diminuida a insulina por varias vias metabdlicas associadas com a
utilizagdo de glicose por todo o organismo ¢ diminui¢do da resposta a insulina
em relacdo a lipolise e a mobilizacdo de acidos graxos ndo esterificados (AGNE)
(Petterson et al., 1994). A mobilizacdo de gordura durante o final da gestacdo ¢
facilitada em parte pela diminui¢do da habilidade da insulina em promover a
lipogénese e de se opor a lipolise (Bell, 1995).

As concentragdes plasmaticas do hormoénio do crescimento aumentam
durante o final da gestacdo, apresentam um pico durante a pari¢ao, e se¢ mantém

moderadamente elevadas durante o inicio da lactagdo (Tucker, 1985).



Durante as tltimas trés semanas de gestagdo a demanda por nutrientes
pelo feto e placenta atinge o nivel maximo (Bell, 1995), no entanto a ingestdo de
matéria seca (IMS) diminui em 10 a 30% (Hayirli et al., 2002). Apds o parto,
com o inicio da sintese do leite e 0 aumento rapido na producdo de leite, ha
grande aumento na demanda de glicose para a sintese da lactose do leite, em um
periodo em que ainda ndo ha a maxima IMS (TABELA 1). Em razdo da maioria
dos carboidratos provenientes da dieta ser fermentada no rimen, pouca glicose ¢
absorvida diretamente do trato digestivo. As vacas leiteiras, portanto, dependem
muito da gliconeogénese hepatica para atender as grandes demandas sistémicas
de glicose. A producdo de propionato, devido ao baixo consumo, € insuficiente
para atender as demandas sistémicas de glicose (Drackley et al., 2001). Os
aminoacidos da dieta e oriundos da mobilizagdo de musculos esqueléticos, € o
glicerol oriundo da mobilizacdo de gordura corporal fornecem o restante da

glicose necessaria (Reynolds et al., 2003).
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TABELA 1 Exigéncias de energia liquida de lactagdo (ELI, MJ/d) para vacas
leiteiras e novilhas dois dias antes versus dois dias ap6s o parto

Primipara 570 kg Multipara 725 kg
Funcéo -2d +2.d -2d +2.d
Mantenga 38,9 35,6 46,9 422
Prenhez 11,7 - 13,8 -
Crescimento 7.9 7,1 - -
Produgédo de Leite - 62,3 - 78,2
Total 58,5 105 60,7 120,4

Calculado pelo National Research Council - NRC (2001), assumindo produgao
de leite corrigida para 4% de gordura igual a de 25 kg/d para vacas multiparas e
20 kg/d para vacas primiparas. Adaptado de Drackley et al. (2005).

Com a aproximag¢dao do momento do parto ocorre queda acentuada e
aguda na IMS de vacas leiteiras (Vazquez-Afion et al., 1994), sendo geralmente
menor que as exigéncias de energia mesmo em vacas que nao manifestam
doengas metabolicas (Bell, 1995). A alta relagdo de hormodnio do crescimento/
insulina no sangue de vacas no pos-parto permite a mobiliza¢ao de acidos graxos
de cadeia longa de triglicérides (TG) provenientes do tecido adiposo, com o
objetivo de suprir o déficit entre o consumo de energia e as exigéncias (balango
energético negativo). Acidos graxos liberados do tecido adiposo circulam como
AGNE, sendo a principal fonte de energia para a vaca durante esse periodo. A
concentracdo de AGNE no sangue reflete a magnitude da mobilizagdo do tecido
adiposo (Pullen et al., 1989), portanto com o aumento do balango energético
negativo, mais AGNE ¢ liberado do tecido adiposo, aumentando a sua
concentragio no sangue.

Com o aumento da concentragdo de AGNE no sangue ao redor do parto
ou no inicio de lactacdo, mais AGNE ¢ absorvido pelo figado (Reynolds et al.,
2003). No figado, os AGNE podem ser: completamente oxidados a dioxido de
carbono para fornecimento de energia para o figado, parcialmente oxidados para
producdo de corpos cetdnicos que sao liberados no sangue e servem como fontes

de energia para outros tecidos ou reconvertidos para TG, que sdo armazenados.
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2.5 Acidose ruminal

Vacas leiteiras de alta produgdo recebem dictas altamente energéticas
apos o parto. Essas dietas, ricas em carboidratos rapidamente fermentaveis no
ruminorreticulo, levam a produgdo de acidos graxos volateis em alta velocidade.
Se a taxa de producdo excede a taxa de remocdo dos AGV no ambiente ruminal,
havera acamulo desses acidos na fase fluida, levando a um quadro conhecido
como acidose ruminal (Barker et al., 1995), um dos principais disturbios
metabolicos que ocorre no inicio da lactagdo.

A acidose ruminal pode ter efeitos negativos sobre o desempenho ¢ a
saude dos animais, provocando efeitos deletérios sobre a ingestdo de alimentos
(Elliot et al., 1995), a degradagdo ruminal da fibra (Grant & Mertens, 1992), a
motilidade do ramen (Leek & Harding, 1975; Crichlow & Chaplin, 1985) e a
morfologia da parede ruminal (Gébel et al., 2002).

A acidose ruminal subaguda (ARSA) pode ocorrer em rebanhos
leiteiros, sem sinais clinicos muito evidentes como ocorre no caso da acidose
ruminal aguda. A ARSA pode causar problemas nos animais ¢ diminuir a
longevidade do rebanho e ¢ uma doenga que ndo pode ser tratada, mas sim
prevenida. Dentre os problemas causados pela ARSA, citam-se a diminui¢do na
ingestdo de matéria seca com consequente perda na produgdo e condig¢do
corporal, disturbios de locomogdo, complexo paraqueratose-ruminite-abcesso
hepatico, alteracdo na consisténcia das fezes e depressdo na gordura do leite
(Kleen et al., 2003). Na acidose clinica, frequentemente chamada de acidose
latica, ocorre um processo mais avangado (Nocek, 1997) que envolve, além do
acumulo de AGV, a sele¢ao de microrganismos produtores de acido latico e a
inibicdo (Russel & Allen, 1983, citados por Allen et al, 1997) dos
microrganismos que metabolizam o acido latico, convertendo-o, principalmente

a acetato, propionato e butirato (Gill et al., 1986).
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2.6 Dieta de transicao

Ha mais de oitenta anos recomenda-se aumentar o fornecimento de
concentrado nas ultimas trés semanas de gestacdo de vacas leiteiras de alto
potencial produtivo, como forma de prepara-las para a lactacdo (Boutflour,
1928). Disturbios metabolicos sdo comuns nesse periodo e podem dificultar a
expressao do potencial produtivo do animal durante a lactagdo (Grummer &
Kulick, 1995).

Rabelo et al. (2003), comparando dietas fornecidas com baixo e alto teor
de CNF durante 28 pré-parto, encontraram tendéncia (P=0,08) de maior
comprimento das papilas do saco ventral nas vacas que receberam dietas com
maior teor de CNF. Ha entdo indicios de que possa haver resposta morfologica
da parede do rimen quando se aumenta a quantidade de graos na dieta, até em
um tempo mais curto do que as trés semanas, pré-parto, preconizadas
tradicionalmente para utilizagdo da dieta de transicao.

O local mais indicado para amostragem da mucosa do rumen € o saco
ventral devido a melhor resposta as variagdes da dieta. A amostragem de um
fragmento da mucosa do saco ventral, na regido do recesso do rimen, também
possibilita a estimativa da superficie absortiva total do ruminorreticulo,
utilizando-se a equagdo de regressdo proposta por Daniel et al. (2006).

Apesar dos indicios de que a superficie absortiva ¢é diretamente
proporcional a capacidade de absor¢do do ruminorreticulo, como constatado em
bezerros por Sutton et al. (1963) ¢ em vacas por Melo (2007), o tnico
experimento realizado com vacas, em periodo de transi¢do ¢ o de Dirksen et al.
(1984). Apesar do pioneirismo do trabalho, alguns detalhes metodoldgicos
impedem que esse experimento possa apresentar uma informacdo realmente
confiavel. O experimento de absor¢do foi realizado com apenas duas vacas, a
ingestdo de matéria seca nao ¢ relatada e a técnica de medicdo da capacidade de

absor¢do utilizada foi a do ruminorreticulo evacuado e lavado, o que nao
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representa uma situacdo fisiologica. Melo (2007), avaliou a capacidade de
absor¢do de acido valérico pelo epitélio ruminal e detectou modificagdes na
superficie absortiva em resposta a dietas com diferentes niveis energéticos.
Neste experimento analisando fragmentos da parede do saco ventral do rimen
foi observado que a maior superficie absortiva foi correlacionada a maior
velocidade de absor¢do de acido valérico, a qual ¢ representativa da absor¢do de
outros AGV, conforme constatado por Resende Junior et al. (2006a). Apesar do
mérito do trabalho de Melo (2007), as condigdes fisioloégicas do ruminorreticulo
foram também alteradas, uma vez que o Ostio reticulo-omasal foi ocluido
durante o periodo de coleta de dados, o qual refletiu em acimulo de liquido,
muito provavelmente devido a secrecdo salivar e também ao transito de agua
pela parede do ramen.

Um trabalho que pretenda estabelecer definitivamente se o aumento da
superficie absortiva, determinado pela dieta de transicdo, reflete em aumento na
capacidade de absorc¢ao deve utilizar um niimero maior de animais e as medi¢des
de absor¢do devem ser feitas em condig¢des fisiologicas, ou seja, com o
ruminorreticulo repleto de digesta e sem qualquer alteragdo do fluxo da fase
fluida e da motilidade ruminal. A técnica do valerato-cobalto proposta por Allen
et al. (2000) e validada por Resende Junior et al. (2006a), possibilita
perfeitamente a estimativa da capacidade de absor¢do de AGV, pela parede do
ramen, em condi¢do muito proxima da fisiologica.

O aumento da densidade energética da dieta por meio do aumento do
teor de CNF durante o periodo de transi¢do pode ter alguns beneficios
(Grummer, 1995; Haar et al., 1999), como permitir que os microorganismos
ruminais se adaptem as dietas ricas em concentrado, que serdo fornecidas apos o
parto ou a diminuir a mobilizagdo de acidos graxos do tecido adiposo

relacionadas com distirbios metabolicos (Grummer, 1993; Haar et al., 1999).
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2.7 Microbiologia rumial

Grummer (2005), um dos pesquisadores que mais estudou o periodo de
transicdo em vacas leiteiras, em uma conferéncia proferida no Brasil, citou que é
curioso notar a auséncia de pesquisas que descrevam mudangas nas populagdes
microbianas no rimen a medida que a vaca passa pelo periodo de transi¢cdo ou
que expliquem como essas mudancas poderdo ser influenciadas pela dieta.
Afirmou ainda que o conceito associado ao fornecimento de graos adicionais,
antes da parigao, para facilitar a adaptacdo microbiana as dietas com alto teor de
amido pode ser contestado simplesmente pela falta de dados para sustentar essa
pratica. Relatou também que dados obtidos com bovinos de corte em
confinamento e, em menor grau, com vacas leiteiras em lactagdo, sugerem que
as populagdes microbianas requerem trés semanas para atingir um nivel
estacionario apds mudangas abruptas na dieta. Obviamente a grande diversidade
do ecossistema ruminorreticular dificulta o trabalho de identificacdo qualitativa
de microorganismos. Variagdes sutis na dieta que possam provocar essas
mudangas qualitativas, representativas da adaptacdo microbiana, necessitam de

técnicas que possam ser simples e eficientes.

Recentes progressos em biologia molecular tém levado ao
desenvolvimento de novas técnicas para a identificagdo de microorganismos,
baseada na similaridade ou dissimilaridade de DNA, RNA ou proteinas. Isto
inclui padroes de aloenzimas, hibridizagio DNA-DNA, cariotipagem
eletroforética, analise de microsatélites, RAPD (Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso) ¢ RFLP de DNA cromossomal ¢ RFLP de DNA
mitocondrial. A técnica PCR (Reacdo em cadeia de polimerase) ou reagdo em
cadeia da polimerase desenvolvida por Mullis & Faloona (1987) trouxeram
grande contribui¢do para estudos moleculares de diversidade e ecologia

microbiana. Esta técnica permitiu a amplificagdo de sequéncias de DNA
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especificas utilizando oligonucleotideos “primers”, sendo simples, rapida e de
alta sensibilidade para pequenas quantidades de DNA molde.

Utilizando iniciadores especificos para a regido conservada rDNA ¢
possivel, por PCR, gerar produtos com tamanho de fragmentos semelhantes,
mas com composicao de bases diferentes. A variabilidade da sequéncia pode ser
analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante
(DGGE) (Muyzer et al., 1993). A DGGE de amplicons de rDNA 16S ¢ 18S, tem
sido utilizada para caracterizar ecossistemas complexos, inclusive ruminais
(McEwan et al., 2005; Sun et al., 2006). Segundo essa técnica, o DNA total do
habitat de interesse ¢ extraido e uma regido hipervariada do rDNA 16S para
microrganismos procaridticos e 18S para microrganismos eucarioticos ¢
amplificada pela PCR. Amplicons de DNA com mesmo tamanho, mas com
composicdo distinta, podem ser separados pela DGGE, gerando um perfil
genotipico da comunidade. Nesta técnica, utilizam-se géis de poliacrilamida
contendo um gradiente linear desnaturante (de ureia e formamida), no qual
moléculas de DNA de mesmo tamanho, porém, com diferentes sequéncias,
apresentam perfis migratorios diferentes. Essa separacdo baseia-se em um
principio fisico simples de que a mobilidade eletroforética do DNA em um gel
de poliacrilamida ¢ sensivel a estrutura secundaria da molécula em relagdo a sua
conformacdo, que pode ser helicoidal, parcialmente desnaturada ou fita simples.
As moléculas parcialmente desnaturadas movimentam-se mais lentamente no gel
do que moléculas em fita dupla (Muyzer & Smalla, 1998). Durante a
eletroforese em condi¢des crescentes de desnaturacdo, os fragmentos
permanecem em dupla fita até que eles atinjam as condi¢des necessarias para a
desnaturagdo dos dominios da molécula chamados “melting domains”. Esses
dominios caracterizam por possuirem condi¢des de desnaturagdo idénticas,
fazendo com que, a uma determinada concentra¢do de desnaturante ocorra uma

desnaturagdo completa nesses dominios, situados ao longo da molécula. Quando
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ha a desnatura¢do de um dominio, processa-se uma transi¢do na conformacdo da
molécula, que passa de helicoidal para parcialmente desnaturada e a migragao da
molécula no gel ¢é interrompida (Rosado & Duarte, 2002).

Sun et al. (2006) usaram a técnica DGGE para investigar a dindmica da
populacdo de microorganismos de co-cultura de fungos e bactérias celuloliticas
ruminais cultivadas com substratos com diferentes proporgdes entre casca de
arroz e milho. Esses autores detectaram aumento de bactérias celuloliticas em
resposta ao aumento do teor de milho no substrato € comportamento inverso em
relagdo aos fungos. J& McEwan et al. (2005) pesquisaram a dinamica da
populag@o microbiana ruminal de ovelhas em resposta ao fotoperiodo, usando a
técnica de DGGE, mas ndo encontraram diferengas associadas ao comprimento
do dia na diversidade de microorganismos ciliados. No entanto, esses
pesquisadores postularam que a composi¢do da dieta deve ser considerada
quando se pretende estudar populagdes microbianas ruminais, o que corrobora
para a proposta desse projeto, em se utilizar a técnica de DGGE, para checar as
variagdes qualitativas nas populagdes microbianas ruminais em resposta a

diferentes dietas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dietas

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados
pela Comissdo de Bioética na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de
Lavras (Protocolo N° 042/2009).

Foram utilizadas seis vacas da raca Holandesa, com céanula no saco
dorsal do ramen, alocadas em dois tratamentos em um delineamento em blocos
casualizados. Foram formados trés blocos de duas vacas, definidos por data
prevista de parto. Seis semanas antes do parto esperado, as vacas tiveram sua
lactagdo anterior encerrada, foram alojadas em um Tie Stall com cama de areia e
receberam uma dieta de padronizagdo, de acordo com as necessidades previstas
pelo NRC (2001), que foi composta por silagem de milho, ureia e premix
mineral-vitaminico e agua, ad libitum. Quatro semanas antes do parto esperado
as vacas foram alocadas aos tratamentos que consistiram de variagdo da
propor¢do FDN:CNF da dieta (TABELA 2). Apo6s o parto, todas as vacas
receberam a mesma dieta formulada conforme preconizacdo do NRC (2001),
para suportar alta lactacdo. Na formula¢do da dieta foram considerados os
nutrientes dos alimentos que foram fornecidos, previamente determinados em
laboratorio. As dietas foram oferecidas, diariamente, duas vezes ao dia (as 7 ¢ as
16 horas), como ragdo total (TMR), ad libitum, em quantidade suficiente para
obter no minimo 15% do oferecido como sobra didria. O consumo foi aferido
diariamente por pesagem do oferecido e da sobra. Amostras de forragem,
concentrado, dieta oferecida e sobras foram obtidas semanalmente e secadas a
60°C para a determinagdo de matéria seca. Os resultados foram usados para
ajustar a dieta semanalmente.

Aliquotas de forragem foram coletadas semanalmente para compor uma

amostra de duas semanas. Aliquotas de concentrado foram coletadas a cada duas
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semanas para comporem uma amostra mensal. Essas amostras foram pré-secas a
60°C por 72 horas, para determina¢do do teor de matéria seca (Soest et al.,

1991).

TABELA 2 Composi¢do das dietas experimentais: padronizagdo, “baixo
carboidratos nao-fibrosos” (BCNF), “alto carboidratos nao-fibrosos”
(ACNF) e lactacdo, oferecidas 28 dias antes do parto previsto até o dia

do parto
Alimento Padronizacdo ACNF BCNF Lactacéo
Silagem de milho 98,17% 58,17% 98,17% 40,27%
Farelo de soja - 13,26% - 18,10%
Milho maduro moido fino - 26,74% - 20,13%
Ureia 1,00% 1,00% 1,00%  0,30%
Premix mineral vitaminico 0,83% 0,83% 0,83% 1,00%
Polpa citrica - - - 5,85%
Carogo de algodao - - - 14,33%
Principios nutritivos
Proteina bruta (%) 8,80% 16,00% 8,80% 18,74%
Fibra em detergente neutro (%) 58,90% 38,87% 58,90% 36,57%
Extrato etéreo (%) 3,14% 3,16% 3,14%  5,41%
Cinzas (%) 5,05% 4,62% 5,05%  5,24%
Carboidratos ndo-fibrosos (%) 25,52% 38,89% 25,52% 34,57%
FDN de forragem (%) 58,90% 34,90% 58,90% 24,16%
Relagao forragem:concentrado 100:00 61:39 100:00  40:60
Energia Liquida (Mcal/Kg MS) 1,33 1,59 1,33 1,71

Nutrientes digestiveis totais (NDT) (%) 58,90% 67,62% 58,90% 71,13%
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3.2 Mensuracdes da producéo e composicao lactea

Apos o parto, as vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 06h e as
16h, e a producdo de leite foi monitorada a cada ordenha. A produgfo diaria de
leite corrigido para 3,5% de gordura foi calculada pela equacdo (Gravert, 1987):
Leite 3,5% (kg) = (0,432 x producdo didria de leite em kg) + (16,23 x producao
diaria de gordura em kg). Amostras de leite foram obtidas a cada sete dias de
quatro ordenhas consecutivas e analisadas para gordura, proteina e nitrogénio

total (Laboratério de Analises de Leite do DCA-UFLA).

3.3 Mensuracbes da taxa de passagem, volume da digesta e pH do
ruminorreticulo

As mensuracgdes da taxa de passagem foram realizadas as seis, quatro,
duas e uma semana antes do parto esperado e aos dois dias, duas, quatro, seis e
oito semanas apos o parto. Os ensaios tiveram inicio trés horas apos a
alimentagdo da tarde, ou seja, as 19 horas. Para cada vaca e cada dia de coleta
foi elaborada uma solugdo de marcador de fase fluida ruminal, contendo 800
ppm de cromo, na forma de Cr-EDTA (Binnerts et al., 1968), diluidos em um
volume de quatro litros de agua.

Antes da infusdo da solu¢do de marcador, uma amostra de fluido
ruminal, de aproximadamente 100 mL, foi coletada do saco ventral do rimen,
para determinacdo do pH e analises microbiologicas. As amostras de fluidos
foram coletadas utilizando-se um tubo de PVC rigido de 3” com multiplos
orificios no ter¢o distal, acoplado a um dispositivo de succ¢ao.

Apoés a coleta da amostra inicial, os quatro litros de solu¢do marcadora
foram infundidos no ruminorreticulo utilizando-se um funil acoplado ao tubo de
PVC utilizado para as coletas de fluido (Daniel & Resende Junior, 2007). Antes
da infusdo, a solugdo teve o pH ajustado para o pH ruminal inicial com solugdo

de NaOH a 50%. O volume infundido foi dividido em quatro partes iguais (1000
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mL), para que uma das partes fosse infundida no saco cranial e o restante
infundido em trés pontos do saco ventral do rimen, conforme preconizado por
Daniel & Resende Junior (2007). Coletas seriadas de amostras do fluido do saco
ventral do ramen foram feitas aos 90, 105, 135, 195, 255 ¢ 315 minutos apos a
infusdo dos marcadores. O pH do fluido foi medido imediatamente apds cada
coleta e uma amostra de 10 mL foi congelada a -20°C, para posterior analise do
teor de cromo por espectrofotometria de absor¢do atdmica (SpectrAA 110,
Varian®, Vitéria, Australia), para determinagdo da taxa fracional de passagem
de fluido, conforme descrito por Resende Junior et al. (2006a). A taxa fracional
de passagem da fase fluida, assumida como idéntica ao clearance ruminal de
AGYV por passagem para o omaso foi calculada pela regressdo exponencial que
descreveu a queda da concentragdo ruminal de cromo ao longo do tempo.

Apoés a ultima coleta, o ruminorreticulo foi evacuado, a digesta foi
pesada e foi coletada uma amostra correspondente a 10% do total para
determinagdo de MS. O volume de fluido ruminal foi estimado multiplicando-se

o peso da digesta evacuada pelo seu teor de umidade (1 - teor de matéria seca).

3.4 Mensuragdes morfoldgicas

Nos mesmos dias em que ocorreram os ensaios de taxa de passagem, foi
realizada uma bidpsia da mucosa do ramen. Apos a evacuagdo da digesta, um
fragmento de aproximadamente 3 cm’ foi coletado, do saco ventral do rimen e
em seguida subdividido em dois fragmentos menores.

Um dos fragmentos foi destinado as mensuragdes macroscopicas,
portanto foi preservada em solugdo tampdo bicarbonato Krebs-ringer (Sigma-
Aldrich®) até as mensuragdes, segundo metodologia descrita por Daniel et al.
(2006) e Resende Junior et al. (2006b). Foi realizada a contagem do numero de
papilas ruminais presentes no fragmento. Posteriormente, as papilas ruminais

foram seccionadas na base por meio de uma lamina de bisturi e suas imagens
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foram digitalizadas com um scanner, sendo suas areas estimadas por meio do
programa de analise de imagens UTHSCSA Image Tool (software livre). A area
da superficie do fragmento foi determinada, conforme metodologia descrita por
Daniel et al. (2006) e a superficie total do ruminorreticulo foi estimada pelas
equacdes de regressao propostas pelos mesmos autores.

Outra aliquota do fragmento foi imersa em solugdo de Bouin por 18
horas, preservadas em solugdo de etanol a 70% e processadas segundo protocolo
de rotina para inclusdo em parafina. As analises microscopicas foram efetuadas
em microscopio optico (Olympus CX31, Olympus Optical Co, Japao) em
seccoes de fragmentos de Sum, coradas pela técnica de hematoxilina-eosina para
determinagdo do indice mitdtico, conforme proposto por Sakata & Tamate

(1974).

3.5 Mensurac6es microbiologicas

A amostra de 100 mL do fluido ruminal, coletada antes da infusdo de
marcadores, nos dias 42, 28, 14 ¢ sete antes do parto e aos dois, 14, 28, 42 ¢ 56
dias apos o parto, foi congelada imediatamente a -20°C até as analises (McEwan
et al., 2005). Por ocasido das analises foi feita uma composicao, equitativa, de
amostras de fluido das trés vacas de cada tratamento em cada dia de coleta. Os
procedimentos de DGGE foram entdo realizados nas dezoito amostras,
compostas por fluido ruminal de todas as vacas do tratamento em cada dia de
coleta.

De cada amostra foram colhidas aliquotas de 2 mL e submetidas a
extracdo do DNA total da amostra utilizando-se o kit comercial QIAamp® para
extracdo de DNA de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA genomico
foi resuspenso em agua deionizada esterilizada e armazenados a -20°C.

Na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), para amplificagdo de

fragmentos especificos da regido V3 do rDNA 16S de microrganismos de
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dominio Bacteria, foi utilizado o seguinte conjunto de iniciadores: BA338fCG
(5" CGC CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA GCA CGG GGG
GAC TCC TAC GGG 37) e UN518r (5" ATTACCGCGGCTGCT GG 37), em
solugdo com volume total de 50 pl, contendo 0,2 uM de cada primer, 0,5U de
GoTaq Flexi DNA Polimerase (Promega®), 5 ul do tampao da reagdo 10X com
20 mM de MgCl,, 0,125 mM de dNTPs Mix (Promega®) e 40 ng de DNA
molde. A amplificagdo foi realizada em tubos de 0,2 mL, utilizando um
termociclador (Modelo PCYL220, Thermo Fisher ScientiWc Inc., Waltham,
EUA) nas seguintes condigdes: desnaturacao inicial durante 4 min a 94°C; 35
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 s, anelamento a 54°C por 1 min, extensdo a
72°C durante 1 min e extensdo final a 72°C durante 5 min.

Os amplicons do rDNA 16S foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% com gradiente desnaturante variando de 20 a 35%. O
gradiente foi preparado utilizando-se poliacrilamida contendo 0-100% de
desnaturante (ureia 7M e 40% de formamida). A DGGE foi realizada com
auxilio do equipamento DCode (BioRad Universal DCode Sistema de Deteccéo
de Mutacdo, EUA) em géis e tampao TAE 0,5X (20 mM Tris acetato ¢ 0,5 mM
EDTA). A eletroforese foi realizada a 130V e uma temperatura constante de
60°C, durante 6 horas. Apods a eletroforese os géis foram corados com Siber-
Green por 30 min e analisados e fotografadas em um transiluminador UV (L-

Pix, Loccus biotecnologia).

3.6 Analises estatisticas

A taxa fracional de passagem do fluido ruminal, o pH médio do fluido
por dia de coleta, o peso ¢ o volume da digesta, a ingestdo de matéria seca ¢ de
nutrientes, a superficie absortiva total do rimen, o niimero de papilas por cm?, a
area de epitélio por cm’ de fragmento, o indice mitdtico, a produgdo de leite e

seus componentes ¢ a produgdo de leite corrigida para 3,5% de gordura foram
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submetidos a andalise de variancia usando o procedimento GLM do pacote
estatistico SAS (Statistical Analysis Systems Institute - SAS Institute, 1996). O
modelo utilizado foi o seguinte:

Yij = p+ Bi + Tj + Dy + TDy + €2

Em que: Yj: Varidvel dependente; p: Média geral da populagdo; Bi:
Efeito de bloco (i = 3); Ty: Efeito do teor de CNF (j = 2); Dy: Efeito de dia
relativo ao parto (k = 9); TDx,: Efeito da interag¢do entre dia relativo ao parto e

teor de CNF na dieta; ejj: Erro experimental.

Para as analises de producdo de leite, producdo de leite corrigida para
3,5% de gordura e componentes do leite apenas os dias pos-parto foram

considerados portanto, k=5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O incremento da densidade energética da dieta durante as quatro ultimas
semanas de gestagdo proporcionou maior aumento na ingestdo de matéria seca,
imediatamente apds o parto (FIGURA 1). As vacas que receberam a dieta com
baixo teor de CNF no pré-parto, ndo alcangaram nos primeiros 60 dias de
lactag@o o nivel de IMS das vacas que consumiram alto teor de CNF no pré-
parto. Baixa IMS ap6s o parto ¢ associada a ocorréncia de acidose ruminal
(Elliot et al., 1995), sugerindo que a dieta de transi¢do com alto teor de graos
pode ter contribuido para diminuir a ocorréncia de acidose ruminal subaguda.
Outros experimentos (Holcomb et al., 2001; Rabelo et al., 2003), constataram
que a IMS apresentou aumento gradativo no periodo pés-parto. Hayirli et al.
(2002), avaliaram dados da IMS de 699 vacas da raga Holandesa, alimentadas
com 49 dietas durante as trés tltimas semanas de gestacdo em 16 experimentos e
observaram que a IMS apresentou decréscimo linear com o incremento de FDN

na dieta.
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FIGURA 1 Ingestdo de matéria seca (IMS) de em vacas leiteiras periparturientes
alimentadas com alto (#) ou baixo (¥) teor de carboidratos ndo-
fibrosos no pré-parto (P<0,01, para efeito de tratamento e dia de
coleta; P=0,76 para interagdo entre tratamento e dia de coleta)

A produgdo leiteira, a producao de leite corrigida para 3,5% de gordura e
a producao de gordura foram maiores nas vacas que receberam a dieta com
maior teor de CNF no pré-parto (TABELA 3). Este aumento foi relacionado a
maior ingestdo de nutrientes. Os teores de gordura, proteina e nitrogénio total no
leite, entretanto, ndo diferiram entre os tratamentos. O melhor desempenho dos
animais que receberam a dieta com maior teor de CNF no pré-parto pode estar
associado a melhores condigdes fisioldgicas do ruminorreticulo. A ocorréncia de
acidose ruminal pode ter efeitos nocivos sobre o desempenho e a saude dos
animais, provocando efeitos negativos sobre a ingestdo de alimentos (Elliot et
al., 1995), a degradagdo ruminal da fibra (Grant & Mertens, 1992), a motilidade
do ramen (Leek & Harding, 1975; Crichlow & Chaplin, 1985) e a morfologia da
parede ruminal (Gébel et al., 2002).
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Blaxter (1944) sugeriu que o aumento da producdo leiteira em vacas
suplementadas no final da gestacdo ¢ atribuido aos efeitos da disponibilidade de
nutrientes sobre o desenvolvimento mamadrio antes do parto, mas as mudangas
nas necessidades de nutrientes de outros tecidos e muitos outros fatores também
estdo envolvidos (NRC, 2001). No entanto, Guo et al. (2007) comparando dietas
com diferentes teores energéticos no pré-parto ndo observaram diferencas no
consumo de matéria seca, produgdo de leite, composi¢ao do leite, variacdo de

peso e condi¢ao corporal durante o periodo poés-parto.

TABELA 3 Ingestio de matéria seca (IMS) pds-parto, producdo leiteira,
producdo leiteira corrigida para 3,5% de gordura, producdo de
gordura e teores de proteina, gordura e nitrogénio total (NT) de
vacas submetidas a tratamentos com baixo ou alto teor de
carboidratos ndo fibrosos (CNF) no pré-parto

Alto CNF Baixo CNF EPM* p?
IMS (kg) 17,98 13,03 1,15 <0,01
Leite (kg) 25,03 17,14 1,05 <0,01
Leite 3,5% 24,53 17,40 1,27 <0,01
Gordura (kg) 0,85 0,62 0,05 <0,01
Proteina (%) 4,02 4,04 0,11 0,89
Gordura (%) 3,39 3,52 0,08 0,26

'Erro padrio da média
*Probabilidade para efeito de tratamento

A dieta com alto teor de CNF no pré-parto propiciou maior extensdo da
superficie absortiva total do rimen no pos-parto do que a dieta com baixo teor
de CNF (FIGURA 2). Isso demonstra que a dieta de transicdo com alto teor de
graos ¢ capaz de induzir maior superficie absortiva do ramen no pds-parto. A
maior superficie absortiva tem alta correlagdo com a capacidade de absorc¢do de

AGV (Dirksen et al., 1984; Melo, 2007), sendo importante no controle da
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acidose ruminal. A extensdo da superficie absortiva do ruminorreticulo ¢
determinada pela quantidade de energia da dieta, portanto dietas diferentes
podem induzir diferentes taxas de produgdo e clearance de AGV, podendo entdo
ter potencial diferenciado para a indu¢do do desenvolvimento do epitélio
ruminal (Resende Junior et al., 2006a). Isso pode ser explicado devido a um
aumento na disponibilizacdo de AGV para as células epiteliais, uma vez que
esses sao os principais responsaveis pela indugao do crescimento papilar (Sakata
& Tamate, 1979).

A area da superficie absortiva das vacas que ingeriram alto teor de CNF
no pré-parto aumentou gradativa e agudamente, das quatro semanas
antecedentes ao parto, até as duas semanas ap6s o parto e a partir dai continuou
aumentando menos acentuadamente até a sexta semana apos o parto. Nesses
animais nao foi observada a queda de IMS previamente relatada por ocasido do
parto (Vazquez-Afion et al., 1994).

A area de superficie absortiva das vacas que ingeriram baixo teor de
CNF no pré-parto se manteve com valores estaveis das seis semanas anteriores
ao parto até as quatro semanas apds o parto € ai comegou a aumentar. Somente
por volta de 40 dias apos o parto, a superficie absortiva do raimen dessas vacas
atingiu area semelhante a da superficie absortiva do rimen das vacas que
ingeriram alto teor de CNF no pré-parto. Esse fato precedeu a equiparacdo da
IMS, que s6 ocorreu por volta de 60 dias apos o parto, indicando o provavel
controle de acidose ruminal proporcionado pela extensdo adequada de superficie

absortiva de AGV ruminal, resultando na normalizagdo da IMS.
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FIGURA 2 Superficie absortiva do ruminorreticulo de vacas leiteiras
periparturientes alimentadas com alto (#) ou baixo () teor de
carboidratos nao fibrosos no pré-parto (P<0,01, para efeito de
tratamento; P=0,08 para efeito de dia e P=0,88 interagdo entre dia
e tratamento)

A érea das papilas ruminais (FIGURA 3), bem como o niimero de
papilas por cm” (FIGURA 4), ndo diferiram entre os tratamentos. No entanto, a
area das papilas apresentou um aumento (P<0,01) no periodo pds-parto.
Reynolds et al. (2004) observaram aumento na massa das papilas ruminais 10
dias pos-parto, o que provavelmente reflete o teor de concentrado crescente da
ra¢do e o aumento da absorcdo de AGV. Em outros estudos substituindo cevada
por forragem na dieta de vacas leiteiras no final da gestagdo, objetivando
aumentar as concentragdes de AGV no rimen, ndo foi observado efeito sobre as
caracteristicas das papilas ruminais (Andersen et al., 1999) ou o desempenho
lactacional (Ingvartsen et al., 2001).

Estimativas da capacidade de absor¢do do epitélio ruminal por meio da

medida da area e do nlimero de papilas ruminais em um determinado fragmento
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do riimen ndo tem sido eficientes para detectar o efeito de variagdes devido a
dieta das vacas (Rabelo et al., 2003; Resende Junior et al., 2006b). Entretanto, a
metodologia proposta por Daniel & Resende Junior (2007), tem se mostrado
eficiente para detectar macroscopicamente a proliferacdo da superficie absortiva

do epitélio ruminal em funcdo de variagdo na dieta (Melo, 2007).
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FIGURA 3 Area das papilas do recesso ruminal de vacas leiteiras
periparturientes alimentadas com alto (#) ou baixo (¥) teor de
carboidratos ndo fibrosos no pré-parto (P = 0,90, para efeito de
tratamento; P<0,01 para efeito de dia e P = 0,59 para interacdo
entre tratamento ¢ dia de coleta)
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FIGURA 4 Numero de papilas por cm”> em vacas leiteiras periparturientes
alimentadas com alto (#) ou baixo (¥) teor de carboidratos nao
fibrosos no pré-parto (P=0,19 para efeito de tratamento; P<0,01
para efeito de dia da coleta e P=0,35 para interag@o entre tratamento
e dia)

O indice mitético ndo diferiu (P=0,22) entre os tratamentos (FIGURA
5). Nas vacas que ingeriram dieta com alto teor de CNF no pré-parto, foi
observado um pico importante do IM nas duas primeiras semanas apos o parto, o
que poderia estar associado a maior extensdo da superficie absortiva do raimen
detectada nesses animais, mas provavelmente o numero de unidades
experimentais ndo foi suficiente para se detectar diferenga significativa nessa
variavel. Numericamente também se observa queda aguda do IM no periparto
nos dois tratamentos, o que poderia ser esperado caso houvesse diminuicdo da
IMS nessa ocasido como relatado por Vazquez-Afion et al. (1994). Entretanto,
apesar de o presente trabalho ndo mostrar queda na IMS nas vacas que ingeriram
alto teor de CNF no pré-parto, outros fatores fisioldgicos poderiam ter

influenciado negativamente a proliferacdo celular no periparto. Apesar de nao
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ter havido diferenga estatistica no presente experimento, o IM tem se mostrado
eficiente para detectar variagdes na proliferacdo do epitélio ruminal em fungdo
da dieta. Goodlad (1981) observou aumento no IM quando uma dieta a base
exclusivamente de forragem foi substituida por outra contendo concentrados,
mas a atividade mitética ndo se manteve no valor maximo por tempo
prolongado. Sakata & Tamate (1979) também observaram, em carneiros, que
infusdes intrarruminal de acetato e propionato induziram um pico no IM por
volta do quarto dia de infusdo e queda subsequente na atividade mitdtica do
epitélio. Como a primeira biopsia apds a mudanga da dieta de adaptagdo para as
dietas experimentais foi no 14° dia, pode ter ocorrido um aumento no IM neste
intervalo com subsequente queda e, portanto, pode ndo ter sido detectada
diferenga significativa entre os tratamentos. Resende Junior et al. (2006a)
observaram que alimentacdo concentrada fornecida uma vez ao dia resultou em
maior IM que o fornecimento quatro vezes ao dia, ocorrendo o valor maximo no

quarto dia de aplicagdo dos tratamentos ¢ queda no IM no dias doze e dezenove.
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FIGURA 5 Indice mitético do rimen de vacas leiteiras periparturientes
alimentadas com alto (#) ou baixo (¥) teor de carboidratos ndo
fibrosos no pré-parto (P=0,23, para efeito de tratamento; P=0,16
para dia de coleta e P=0,24 interagdo entre tratamento e dia)

O pH do fluido ruminal ndo foi afetado pelos tratamentos (P=0,53).
Apo6s o parto ocorreu queda do pH, provavelmente devido aos efeitos da dieta
lactacional que apresenta um maior teor de CNF e consequentemente uma maior
producdo de AGV, ja que estes sdo os maiores determinantes do pH ruminal,
devido a sua natureza dacida. Pereira & Armentano (2000), encontraram

correlacdo negativa entre a concentragdo de AGV e o pH ruminal.
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FIGURA 6 pH do fluido ruminal de vacas leiteiras periparturientes alimentadas
com alto (#) ou baixo (¥) teor de carboidratos ndo-fibrosos no pré-
parto (P=0,53 para efeito de tratamento, P<0,01 para dia de coleta e
P=0,19 interacdo entre tratamento e dia de coleta)

A taxa fracional de passagem da fase fluida ruminal para o omaso nao
diferiu entre os tratamentos (P=0,33) (FIGURA 7). De acordo com Voelker &
Allen (2003) a taxa fracional de absor¢ao de AGV apresenta correlacao positiva
com a taxa de passagem. O clearance por passagem com a fase fluida para o
omaso ¢ principalmente influenciado pela motilidade (Clichlow & Chaplin,

1985) e pelo volume de fluido ruminal (Resende Junior et al., 2006a).
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FIGURA 7 Taxa fracional de passagem (Kp) do fluido ruminal, estimadas pela
técnica de Cr-EDTA de vacas leiteiras periparturientes alimentadas
com alto (#) ou baixo (¥) teor de carboidratos ndo-fibrosos no pré-
parto (P=0,33 para efeito de tratamento; P=0,20 para dia de coleta e
P=0,24 para interag@o entre tratamento e dia de coleta)

As vacas submetidas ao tratamento com baixo teor de CNF no pré-parto
tiveram maior peso da digesta ruminal refletindo o maior peso de liquido
ruminal desses animais (TABELA 4). Essa maior quantidade de liquido esta
associada a dieta com maior teor de FDN o que pode ser indicativo de maior
atividade mastigatoria, resultando em maior influxo de dgua para o raumen por
meio da secrecao salivar. O teor de matéria seca do conteudo ruminal,
entretanto, foi maior naquelas vacas que consumiram dieta com maior teor de
CNF no pré-parto. O periparto foi caracterizado pelo menor peso da digesta
refletindo o menor peso do liquido ruminal nos dois tratamentos (FIGURA 8).
Isso pode estar associado a algum grau de desidratacao pela menor ingestao de
agua, devido ao stress do periparto, somada a evasdo dos fluidos uterinos e alta

atividade metabolica. Desidratacdo esta associada a menor taxa de salivagdo e
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consequentemente menor influxo de 4gua para o rimen. No pos-parto imediato ¢
relatado aumento do volume de digesta ruminal em vacas leiteiras, comparado a
fase final da gestagdo (Dann et al., 1999). Ja o estagio de lactacdo (Hartnell &
Satter, 1979) ndo teve efeito sobre o fluido ruminal ¢ a cinética da digesta. O
fluido ruminal ¢ o volume da digesta declinaram com o avango da gestagao
(Ingvartsen et al., 2001). Do final da gestacdo para o inicio da lactacdo foi
observado um incremento no volume ruminal (Dann et al., 1999), resultado

semelhante ao encontrado no presente experimento.

TABELA 4 Peso vivo (PV), digesta, relacao digesta/PV (DPV), matéria seca da
digesta (MS) de vacas leiteiras periparturientes alimentadas com alto
(Alto CNF) ou baixo (Baixo CNF) teor de carboidratos nao-fibrosos

no pré-parto
Alto CNF Baixo CNF EPM* P’
PV (kg) 507,61 506,77 12,61 0,96
Digesta (kg) 58,87 64,32 1,61 0,02
DPV (%) 11,73 12,93 0,48 0,09
MS (%) 17,60 14,36 0,88 0,01
MSP (%) 3,53 2,92 0,22 0,06
Solido (kg) 10,47 9,45 0,74 0,34
SPV (%) 2,06 1,92 0,20 0,61
Liquido (kg) 48,40 54,95 1,22 <0,01
LPV (%) 9,66 10,88 0,36 0,03

PV=peso vivo; DPV=rela¢ao digesta/peso vivo; MS= matéria seca da digesta, MSP=
relacdo matéria seca da digesta/peso vivo; SPV= relagdo solido da digesta ruminal/peso
vivo; LPV relagdo liquido da digesta/peso vivo
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FIGURA 8 Peso da digesta (kg) de vacas leiteiras periparturientes alimentadas
com alto (#) ou baixo () teor de carboidratos nao-fibrosos no pré-
parto (P=0,02, para efeito de tratamento; P<0,01 para dia de coleta e
P=0,63 para interagdo entre tratamento ¢ dia)

A amplificagdo das amostras de bactérias apresentou o perfil visto na
figura 9. A analise de eletroforese em gel de gradiente de desnaturagdo (DGGE)
demonstra que ocorreu uma variacdo sutil na diversidade bacteriana entre as
amostras. Quando as amostras foram agrupadas de acordo com a faixa de
semelhanga de padrdes pela distancia Euclidiana os grupos foram estaveis entre
espécies (FIGURA 10) com excecdo da amostra correspondente as vacas do
tratamento Alto CNF 42 dias antes do parto que apresentou uma maior diferenca
na populacdo bacteriana do fluido ruminal, no entanto, nesse periodo todas as
vacas se encontravam no periodo de padronizagdo. Apds a instituicdo das dietas
experimentais, que ocorreram 28 dias antes do parto esperado, as alteracdes na
dindmica populacional bacteriana apresentaram uma pequena distdncia entre as

bandas do DGGE. As vacas que receberam o tratamento Baixo CNF
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apresentaram uma maior diferenca nos dias 42 e 14 antes do parto e dois dias

apoés o parto.

42 28 14 -7 2 14 28 42 56
A B AB A BABAGBAUBAEBAUBAB
el o dadaduinl Blalalalalad | | |
ML -
o
A Lb bl Yl
& H
i !
2 (N
Ll . - M

FIGURA 9 Perfil do DGGE das bactérias presentes no fluido ruminal de vacas
holandesas periparturientes, submetidas as dietas com alto (A) ou
baixo (B) teor de CNF no pré-parto. Dias em relagdo ao parto -42, -
28,-14,-7,2,14,28,42 ¢ 56
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FIGURA 10 Relagdo entre os padroes de bandas de DGGE, detectadas em
amostras de fluido ruminal de vacas leiteiras periparturientes,
submetidas a dietas com alto (A) ou baixo (B) teor de CNF no
pré-parto. Dias ao parto -42, -28, -14, -7, 2, 14, 28, 42 ¢ 56. A
distancia métrica corresponde a distincia Euclidiana do método
de variancia minima
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5 CONCLUSOES

O fornecimento de dieta com elevado teor de CNF no pré-parto pode ser
uma boa alternativa no controle da acidose ruminal pds-parto em vacas leiteiras
de alta produgdo, por promover maior desenvolvimento da superficie absortiva
do rimen evitando o acimulo de AGV neste compartimento. A maior ingestao
de matéria seca e a maior producao leiteira associada a dieta com alto teor de
CNF no pré-parto parecem ter sido reflexo de melhores condigoes
morfofisioloégicas do rimen desses animais. A dieta de transi¢do ndo alterou a

diversidade da populacdo microbiana.
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