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“The key, though, win or lose, is not to fail. And the only way to fail is not to fight.
So you fight until you can’t fight anymore. Hold up you head and enter the arena,
and face the enemy. Fight until you can’t fight anymore, never let go, never give
up, never run, never surrender. Fight the good fight, you fight even when it seems
inevitable that you're about to go down”.

Shepherd, A.
(Greys Anatomy T11-E14)



Resumo

WRAGUE, Caroline da Silva. Parametros sanguineos de ovinos desafiados
dieteticamente e suplementados com tamponantes. 2022. 44p. Dissertacdo (Mestrado)
— Programa de Pos-graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2022.

O estudo teve como objetivo comparar os efeitos do fornecimento de dois produtos
comerciais distintos, com ac¢do tamponante: Equalizer® (Cargill®) e LithoNutri (Oceana
Minerals®), sobre o comportamento alimentar, metabolismo de ovinos confinados e sob
desafio dietético de alto concentrado. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Experimentacdo animal da Universidade Federal de Pelotas, sob o codigo 009653/2021-
45. Dessa forma, 18 ovinos (doze animais nao canulados ¢ seis animais canulados) foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos, em um bloco estatistico de quadrado latino
contendo dois tratamentos e um grupo controle: Controle (BICARB; n=6),
Lithothamnium Calcareum® (LITHO; n=6) e¢ Equalizer® (EQUA; n=6), os quais
receberam uma dose de 7.56g/animal/dia, fornecido sobre a TMR. O experimento foi
dividido em trés ciclos de vinte e sete dias cada. Amostras de sangue, fezes e liquido
ruminal foram coletadas em intervalos de sete dias e durante os cinco dias de desafio
nutricional, assim como foi feito a avalia¢do zootécnica, sendo avaliados seis coletas por
ciclo, trés durante o periodo pré-desafio e trés durante o desafio. As analises
hemogasometricas do sangue venoso, coletado da veia jugular, foram realizadas logo
apos a alimentacdo da manhd. Indicadores metabolicos sanguineos como glicose,
albumina, proteinas plasmaticas totais (PPT), uréia, calcio (Ca), magnésio (Mg),
paraoxonase (PON), acidos graxos nao esterificados (AGNE) e -hidroxibutirato (BHB)
foram analisados através da coleta de sangue da veia jugular utilizando o sistema
Vacutainer. Os resultados obtidos para todos os pardmetros avaliados demonstraram néo
ter havido diferencas entre os grupos nos diferentes ciclos, incluindo o periodo de desafio.
Concluimos que os diferentes tamponantes utilizados neste estudo foram efetivos no
tamponamento ruminal dos animais, mantendo os niveis de parametros
hemogasométricos e plasmaticos em niveis fisiologicos aceitaveis, ndo sendo observadas
alteragdes que pudessem indicar acidose ou alteragdes metabodlicas sob as condicdes
avaliadas.

Palavras-chaves: borregos; nutri¢do, ruminantes.



Abstract

Wrague, Caroline da Silva. Blood parameters of diet-challenged sheep supplemented
with buffers. 2022. 45p. Dissertation (Master) — Postgraduate Program in Animal
Science. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022.

The study aimed to compare the effects of the supply of two distinct commercial products,
with buffering action: Equalizer® (Cargill®) and LithoNutri (Oceana Minerals®), on
feeding behavior, metabolism of confined sheep and under high concentrate dietary
challenge. . The study was approved by the Animal Ethics and Experimentation
Committee of the Federal University of Pelotas, under code 009653/2021-45. Thus, 18
ewe (twelve non-cannulated animals and six cannulated animals) were randomly assigned
to three groups, in a Latin square statistical block containing two treatments and a control
group: Control (BICARB; n=6), Lithothamnium Calcareum® (LITHO; n=6) and
Equalizer® (EQUA; n=6), which received a dose of 7.56g/ewe/day, provided over the
TMR. The experiment was divided into three cycles of twenty-seven days each. Blood,
feces and rumen fluid samples were collected at intervals of seven days and during the
five days of nutritional challenge, as well as the zootechnical evaluation, being evaluated
six collections per cycle, three during the pre-challenge period and three during the
challenge. Hemogasometric analyzes of venous blood, collected from the jugular vein,
were performed immediately after the morning meal. Blood metabolic indicators such as
glucose, albumin, total plasma proteins (PPT), urea, calcium (Ca), magnesium (Mg),
paraoxonase (PON), non-esterified fatty acids (NEFA) and B-hydroxybutyrate (BHB)
were analyzed using collection of blood from the jugular vein using the Vacutainer
system. The results obtained for all parameters evaluated showed that there were no
differences between the groups in the different cycles, including the challenge period. We
concluded that the different buffers used in this study were effective in the ruminal
buffering of the animals, maintaining the levels of blood gas and plasma parameters at
acceptable physiological levels, with no changes that could indicate acidosis or metabolic
changes under the conditions evaluated.

Key-words: lambs; nutrition; ruminants.
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1. INTRODUCAO

A dieta influencia diretamente o consumo e a digestibilidade dos nutrientes e, como consequéncia
imediata, o desempenho dos animais, bem como a composi¢do corporal e da carcaca. Dietas com alto
teor de energia normalmente provocam uma acentuada producdo de acidos graxos volateis (AGVs),
especialmente os precursores glicogénicos (glicerol e lactato, por exemplo), além de exercerem uma
estimulagdo, por vezes, insuficiente sobre a mastigagao e salivagdo (Humer et al., 2018). A associagdo
do alto teor de energia na dieta e a insuficiente producdo de saliva resulta na interrupgdo do equilibrio
acidobasico intraruminal, diminuindo o pH do rumen, podendo levar ao aparecimento de distirbios
como a acidose ruminal (Neville et al., 2019). Quando ndo € possivel proporcionar uma fermentacao
ruminal adequada, como nos casos de dietas desafiadoras, os sistemas tamponantes naturais nao sao
eficazes, recomendando-se o uso de aditivos tamponantes ou alcalinizantes na dieta dos animais
(Bach et al., 2018). Com base nisso, diversos aditivos tamponantes e alcalinizantes tem sido
pesquisado com intuito de diminuir as variagdes de pH ruminal, uma vez que, o controle da
fermentacdo ruminal usando agentes tamponantes contribuem para aumentar a produtividade e o
desempenho dos ruminantes submetidos a dietas altamente energéticas, como aquelas ricas em amido
(Cruywagen et al., 2015).

Parametros sanguineos representam importante ferramenta zootécnica, pois permitem avaliar o
metabolismo animal, procedente do efeito nutricional das dietas, além das respostas fisiologicas dos
animais (Rabassa et al., 2009; Bedoya et al., 2013). Quando ha suspeitas de alteracdes no equilibrio
acidobasico, sdo importantes as determinacdes dos valores médios de referéncia dos gases sanguineos
dioxido de carbono e oxigénio (PCO? e PO? respectivamente), potencial hidrogénio iénico (pH) e
excesso de acido-base (BE), os testes bioquimicos mais utilizados sdo a glicemia, proteinas
plasmaticas totais, quantificagdo de eletrolitos e metais com a finalidade de obter o perfil dos
parametros eletrolitico e metabdlico do animal. Muitos dos desequilibrios acidobdsicos trazem
poucos transtornos ao organismo, pois sdo transitorios ou devidamente compensados pelo animal.
Contudo, em diversas circunstancias, a correcao desse estado ¢ fundamental para evitar que haja a
ocorréncia de choque, colocando o animal em risco de morte por inibi¢do do centro respiratorio ou
mesmo da bateria enzimatica celular, em especial, do sistema sanguineo, que trabalha em faixa restrita
de pH (o pH ideal em ovinos, segundo Kaneko (2008) é de 7,28, abaixo ou acima disso ¢ considerado
critico). Portanto, analises sanguineas sdo importantes para avaliar a absor¢do dos nutrientes,
funcionalidade de 6rgéos vitais, por meio de avaliagdes celulares e de metabolitos sanguineos frente
as novas situacdes alimentares. Sendo assim, objetivou-se avaliar a resposta metabolica de ovinos,
criados em confinamento, desafiados dieteticamente com dictas contendo alto teor de amido e
observar as respostas metabolicas de acordo com o tamponante utilizado sobre as caracteristicas nos
perfis energético, enzimatico, proteico e mineral.

Neste estudo, os produtos utilizados foram Bicarbonato de soédio (Raudi®), Equalizer®
(Cargill®) e Lithothamnium Calcareum - LithoNutri® (Oceana minerais marinhos®). O primeiro
atuando como um tamponante do pH ruminal. Ja os outros dois, caracterizam-se por serem produtos
alcalinizantes que agem neutralizando os acidos produzidos no ramen, além de servir de fonte de
macro minerais como calcio (Ca) e magnésio (Mg). O bicarbonato de so6dio ¢ o tamponante mais
utilizado na nutrigio animal. E um composto usado predominantemente como tamponante ruminal
em casos de dietas que apresentem altas quantidades de concentrados. O Lithothamnium ssp., familia
Coralineacea, pertencente ao grupo das algas vermelhas, compostas por calcite, aragonite e vaterite
(Schlegel, 2017). Essa alga pode ser extraida e fornecida como suplemento mineral aos animais,
atuando principalmente nos niveis séricos de célcio (Taddei, 2014). Sabe-se que as algas marinhas
calcarias retém elevado indice de elementos minerais do meio marinho, além de apreciavel
quantidade de substancias nutritivas. Estas algas sdo plantas que crescem naturalmente no meio
marinho e se desenvolvem onde existe a presenca de luz (Dias, 2000; Melo & Moura, 2009). Ja o
Litro Equalizer, ¢ um tamponante que esta associado ao bicarbonato de sddio, 6xido de magnésio e
carbonato de calcio de fontes organicas. Oferece uma maior variedade de fontes de energia, como
fibras mais digestiveis e gordura, evita o excesso de carboidratos fermentaveis no rumen.
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Em sistemas de produ¢do de ruminantes ¢ comum a oferta de dietas contendo ingredientes de boa
digestibilidade e altos niveis de energia, objetivando maximizar a producdo. Quando nao ¢é possivel
proporcionar uma fermentagao ruminal adequada, como nessa oferta, onde os animais recebem uma
dieta com alto teor de amido, os sistemas tamponantes naturais ndo sao eficazes, recomenda-se entdo
o uso de aditivos tamponantes ou alcalinizantes na dieta dos animais.

Os tampdes tem a fungdo de neutralizar o excesso de acidos produzidos no rimen em situagdes
onde os sistemas tamponantes, principalmente bom fluxo salivar, sdo insuficientes (Valadares Filho
e Pina, 2006). O termo “tamponante” ¢ usado genericamente em nutri¢cdo. Os "tampdes verdadeiros"
previnem o aumento na acidez (redu¢do no pH), mas ndo aumentam o pH acima de um determinado
valor (Leal et al. 2007). Os "alcalinizantes", outro tipo de aditivo alimentar, além de neutralizarem
a acidez também podem causar aumento no pH.

Em um estudo realizado por Dilorenzo (2004) trabalhando com ruminantes rapidamente passados
de uma dieta de alta propor¢do de forragem para outra com alto teor de concentrado ou quando sdo
abruptamente submetidos a dietas de alto concentrado desencadeiam uma série de processos
fisiologicos, resultando num disturbio metabolico conhecido como acidose.

A acidose pode ser definida como a redugdo do conteudo alcalino do fluido corporal em relagdo
ao conteudo acido (Owens et al., 1998). A acidose ruminal causa a migracao de acidos para a corrente
sanguinea devido a diferenca de osmolaridade entre o rimen e o sangue, derrubando, desse modo, a
capacidade do bicarbonato de tamponar o sangue (Galyean & Rivera, 2003). Quando o suprimento
de carboidratos ndo fibrosos ¢ aumentado abruptamente, acidos graxos volateis produzidos pelos
microrganismos no rimen e a propor¢ao de acido latico aumentam como resultado da maior taxa de
fermentacdo. Aproximadamente metade do bicarbonato que entra no rimen vem da saliva durante
mastigacdo e ruminagdo; e a outra metade chega ao rimen vindo da corrente sanguinea na troca com
os acidos ionizados enquanto estes estdo sendo absorvidos. Com dietas de alto concentrado e reduzida
contribuicdo de saliva, maior propor¢do de bicarbonato deve ser derivada do sangue. Isso reduz os
excessos de base no sangue e se o animal ndo conseguir restabelecer a homeostase, isso causa acidose
metabolica (Owens et al., 1998). Sob condi¢des normais, o pH do sangue ¢ altamente regulado e
raramente flutua, porque este esta saturado com bicarbonato. Durante a acidose clinica, no entanto, a
produgdo excessiva de acidos pode exaurir a capacidade de o bicarbonato tamponar o sangue ¢ entdo
o pH sanguineo pode diminuir (Owens et al., 1998).

Nas amostras sanguineas das ovelhas foram analisados os marcadores energéticos AGNE, BHB
e glicose, marcadores inflamatorios PON1, albumina e PPT, marcadores de metabolismo mineral, Ca
e Mg e, como marcador do metabolismo nitrogenado, a ureia. Ainda, foram analisados os parametros
hemogasométricos de PO? e PCO?, pH plasmatico, CHCO? ¢ BE.

Alguns transtornos se caracterizam primeiro por alteracdes bioquimicas nos liquidos corporais
(urina, fluido ruminal, leite e sangue), e mais tarde por diminui¢do da eficiéncia reprodutiva, além da
diminui¢@o da producdo. Os perfis metabolicos sdo utilizados desde a década de 1970 e sdo usados
como procedimento de monitoramento rotineiro para o diagnodstico de transtornos subclinicos. Os
sistemas que controlam o equilibrio acidobasico s@o chamados de sistemas tampao. Esses sistemas
reduzem as variagdes de pH nas solugdes em que podem ocorrer mudangas na concentragdo de acidos
ou de bases. O valor ideal do pH plasmatico em ovinos varia entre 7,28 e 7,42 segundo Ortolani
(2003) e Kaneko (2008). Os fluidos do organismo mantem seu pH constante pela acao de varios tipos
de controle. Primeiro, pelos sistemas tampao e, complementarmente, por eventos equilibradores em
nivel pulmonar, mediante a troca gasosa de oxigénio (O2) e dioxido de carbono (CO2), e em nivel
renal, através da excre¢do de H+ e reabsor¢do de HCO3. As alteragGes acidobasicas do sangue podem
gerar transtornos e podem ocorrer devido a estados fisiologicos de acidose ou alcalose. Esses
transtornos originados no ramen sdo também frequentes em animais por erros no manejo alimentar.
Alteragdes mistas também sdo possiveis. O principal acido do sangue esta representado pelo CO2 e
a principal base pelo HCO3 (Diaz Gonzales, Félix H, et al. 2014).

Tanto a glicose como os AGNE sdo influenciados pelo estresse de manipulacdo podendo ter
alterag@o na sua concentragdo sem significar alteragdo na homeostase (Payne e Payne, 1987; Herdt,
2000). Os AGNE sao considerados os metabodlitos sanguineos que estdo mais diretamente
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relacionados com o balango energético (Kaneko et al., 2008). Em ovinos, os AGNE sio mais bem
correlacionados com o consumo de energia do que a glicose (Herdt, 2000).

O BHB ¢ o corpo ceténico de escolha para a avaliagdo clinica devido a sua estabilidade no
plasma ou no soro, apesar de ser melhor indicador de disturbio latente do que do perfil energético
(Herdt, 2000). Em um estudo, Schlumbohm ¢ Harmeyer (2008) relataram que altas concentra¢des de
corpos cetdnicos plasmaticos em ovelhas causam redugdo de 30% nos niveis de producéo de glicose.
Os niveis de AGNE acima de 0,4 mmol/L e BHB acima de 0,8 mmol/L, foram estabelecidos como
aceitaveis de acordo com Kaneko et al (2008).

A glicose pode ser considerada o combustivel mais importante para a oxidagao respiratoria,
sendo de vital importancia para a maior parte das fungdes fisiologicas, principalmente no cérebro. Os
niveis de glicose no sangue sdo também indicativos de distirbios metabdlicos como a toxemia da
gestacdo e a cetose (Gonzales; Silva, 2006). Nos ruminantes a glicose ingerida ¢ quase toda utilizada
pelos microrganismos ruminais na formagao dos AGV, que so a principal fonte de energia para esses
animais. Os niveis de glicose entre 50-80 mg/dL sdo aceitaveis para ovinos (Kaneko et al. 2008).

A paraoxoanase (PON1) ¢ uma enzima com propriedades antiaterogénica e anti-inflamatoria
(Schrader; Rimbach, 2011). As paraoxonases possuem varias fungdes em diversas vias bioquimicas,
tais como protecdo contra danos oxidativos e peroxidacao lipidica, contribuicdes para o sistema
imune, desintoxicagdo de moléculas reativas, regulacao da proliferagado celular e apoptose (Martinelli
et al., 2013). E também uma proteina de fase aguda, que compreende um grande grupo de proteinas
que se reduzem (negativas) ou se elevam (positivas) rapidamente em resposta a infec¢oes ou lesdes
teciduais, e os niveis geralmente refletem o grau e extensdo do processo inflamatoério e infeccioso
(Chavatte, et al., 1992). A paraoxonase-1 (PON-1) ¢ um composto antioxidante considerado como
proteina de fase aguda negativa em animais (Rossi et al., 2013) que, conforme a descricdo de Costa
etal. (2005) ¢ sintetizada no figado e transportada no plasma através da associagdo com a lipoproteina
de alta densidade (HDL) (Ruggerone et al., 2018).

A determinagdo da ureia, albumina e proteina total séricas sdo indicadores uteis para a
avaliacdo do perfil proteico. A ureia ¢ o metabolito mais bem estudado em ruminantes, pois tem
relacdo com a digestdo proteica e com o metabolismo dos microorganismos do rumen. De modo geral,
aureia ¢ um indicador sensivel e imediato da ingestdo de proteina, enquanto a albumina ¢ o indicador
alongo prazo do estado proteico (Gonzalez, 2018). O valor 6timo de ureia plasmatica em ovinos varia
de 5,3 a 10mmol/L (32-60mg/dL).

A albumina ¢ a proteina mais abundante no sangue, ¢ sintetizada pelo figado e suas
concentragdes sdo indicadores de fungdo hepatica e do estado nutricional, constituindo também
importante reserva proteica, sendo um transportador de AGNE, aminoacidos, metais e bilirrubina. A
baixa concentragdo de albumina no sangue pode afetar o metabolismo de outras substancias devido
ao papel da albumina como transportadora (Gonzalez e Scheffer, 2002). Seus valores normais variam
entre 2,6 e 4,2g/dL segundo Gonzalez et al (2006). Para os dados de proteinas plasmaticas totais, a
amplitude do intervalo de referéncia segundo Kaneko et al (2008) ¢ de 1,9g/dL. E os valores
aceitaveis, segundo o mesmo autor variam entre 6,0-7,9g/dL. A concentracao de proteinas totais no
sangue reflete o status nutricional proteico de maneira muito confiavel. Em animais ndo lactantes uma
diminui¢@o dos niveis deste metabolito pode indicar deficiéncia proteica na dieta (Peixoto; Osorio,
2007).

O célcio presente no organismo se encontra distribuido entre a formacdo de ossos e dentes e os
fluidos intracelulares e membranas. No soro, cerca de 45% do célcio presente ¢ encontrado de forma
livre ionizada, outros 45% ligados a albumina ¢ o restante ligado a outros compostos, como fosfato,
citrato e bicarbonato (Mangueira 2008; Gonzélez e Scheffer, 2002). Para os dados de célcio, o
intervalo de referéncia segundo Kaneko et al (2008) varia entre 5,1 e 5,5mg/dL.. O magnésio atua
como cofator para mais de 300 enzimas, ¢ componente dos 0ssos, € tem participacdo na atividade
neuromuscular. Seu metabolismo e sua distribui¢cdo se relacionam estreitamente com o calcio e o
fosforo (Ricco, 2004; Mangueira, 2008). Por ndo haver um mecanismo de controle homeostatico
especifico para este metabolito, sua concentragdo sanguinea se relaciona diretamente com a dieta, e
a excrecdo ¢ realizada pela urina. Bovinos e ovinos sdo as espécies que apresentam maior

12



susceptibilidade a distarbios de magnésio. As concentragdes Otimas variam de 2,2 a 2,8mg/dL,
segundo Kaneko et al. (2008).

A hemogasometria ¢ a prova laboratorial que permite analisar os gases sanguineos € o
equilibrio acido-basico, de forma répida e pratica. Os valores de HCO3 entre 19 e 25 mmol/L sdo
considerados aceitaveis e para os gases os valores variam para pCO2 entre 37 e 46 mmHg e para pO2
entre 83 ¢ 95 mmHg. O excesso de base trata-se de uma quantificagdo de bases no sangue, calculada
sob condi¢des padronizadas de pressdo parcial de CO2 e temperatura, que gira em torno dos 37°C.
Quando o EB esta aumentado, indica alcalose e quando estd diminuido, acidose, o valor expressa
indiretamente a quantidade de tampdes existentes no sangue. Em ovinos o valor de referéncia esta
entre -4,0 ¢ 2,0 mm/L.

Ha uma caréncia de trabalhos detalhados sobre os niveis sanguineos em pequenos ruminantes
e poucos registros sobre achados importantes e seus possiveis significados patoldgicos nesta espécie,
diante do desafio nutricional e por isso a importancia deste estudo nos dias atuais. Sugere-se que
ovinos desafiados com dietas contendo alto teor de amido respondem metabolicamente diferente de
acordo com o tamponante utilizado.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Mensurar os efeitos de diferentes tamponantes ruminais nos parametros bioquimicos,
hematoldgicos e hemogasométricos de ovinos desafiados dieteticamente.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia de diferentes tamponantes sob a estabilidade do pH do ramen.

e Investigar possiveis alteragdes nos parametros séricos de animais suplementados com
tamponantes.

e Mensurar os efeitos hemogasométricos de animais suplementados com tamponantes.

3. Hipotese

“Ovinos desafiados com dietas contendo alto teor de amido respondem metabolicamente
diferente de acordo com o tamponante utilizado.”

4. RELATORIO DE TRABALHO DE CAMPO
4.1 Metodologia

O estudo foi realizado com ovinos, utilizando trés produtos de efeito tamponante sobre o pH
ruminal: Bicarbonato de sodio (Raudi®) Equalizer® (Cargill®) e Lithothamnium calcareum -
LithoNutri® (Oceana Minerals®). Tanto para a condug¢do dos procedimentos experimentais,
quanto para a analise técnica dos resultados, ficou disponivel toda a equipe do Nucleo de
Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuaria (NUPEEC), composta por professores, doutores em
Veterinaria, Zootecnia, Biotecnologia ¢ Farmacia, além de Médicos Veterinarios, Zootecnistas,
Biotecnologistas e Farmacéuticos que realizam pos-graduacdo (mestrado e doutorado) junto a
equipe, e ainda pesquisadores vinculados ao NUPEEC. Todos os integrantes da equipe, bem com
os trabalhos realizados, podem ser conhecidos através do site wp.ufpel.edu.br/nupeec.

EXPERIMENTO
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O experimento foi realizado na Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), no municipio de Capao
do Ledo, localizado no sul do Rio Grande do Sul, sobre as coordenadas geograficas -31.805429, -
52.414984. Foram utilizados 18 ovinos de racas mistas. Sendo seis animais fistulados ruminalmente,
homogéneos quanto ao peso, ECC e idade, agrupados aleatoriamente em trés grupos: Grupo controle
(BICARB, adigdo de 7,56g/animal/dia, n=6), Grupo Lithothamnium Calcareum (LITHO, adigdo de
7,56g/animal/dia, n=6), Grupo Equalizer (EQUA, adi¢do de 7,56g/animal/dia, n=6).

A dieta fornecida nos cochos, duas vezes ao dia, pela manhd (as 8h30min) e pela tarde (as
16h30min), com agua ad libitum. A dieta continha cerca de 28% de amido durante o periodo
experimental. O experimento contou com um periodo de sete dias para adaptagdo ambiental e
alimenticia dos animais. Apos a adaptacdo, a relagdo de fornecimento de concentrado e volumoso foi
de 50:50 e que foi ofertada durante os proximos 15 dias do experimento, logo, nos ultimos cinco dias
experimentais a dieta mudou de forma abrupta para 100% concentrado. Os produtos fornecidos para
os animais foram administrados de maneira on fop na alimentagao.

O experimento rodou em quadrado latino, 3x3, possibilitando que todos os animais recebam todos
os tratamentos. As coletas de sangue foram realizadas por pung¢do da veia jugular utilizando sistema
Vacutainer (BD diagnostics, SP, Brasil) nos dias 0, 7, 14, 15, 16, 17, 18, 19, totalizando 08 coletas
por ciclo. As amostras de sangue foram coletadas em trés tubos: um com fluoreto de so6dio para
obtengdo de plasma para avaliar os niveis de glicose; outro com silica (ativador de coagulo) para
obteng¢do do soro e realizacdo das analises bioquimicas de ureia, albumina, AGNE, BHB e PON1, ¢
outro com heparina de sodio para analise de pH, bicarbonato e gases (pCO2, pO2) sanguineos.

Antes do inicio do experimento seis dos ovinos passardo por um procedimento de fistulacdo do
ramen, os quais serdo realizados mediante intervencao cirargica para implantacao de canula ruminal
do tipo silicone (KEHL®, Sao Carlos, Brasil). Serdo escolhidos dois animais de forma aleatoria de
cada grupo para a realizagdo do procedimento.

A fistulagdo consiste em um procedimento cirurgico, onde ¢ realizado uma abertura no lado
esquerdo no animal, na regido central, permitindo acesso ao ramen. Logo, a canula de silicone ¢
implantada no orificio e posteriormente vedada, possibilitando acesso ao orgdo para coletar as
analises necessarias no desenvolvimento do experimento. Esse método ¢é considerado muito
importante nos estudos de nutricdo animal, pois proporciona de modo mais preciso a avaliagdo do
metabolismo e da fisiologia do rimen. Assim, permitindo o desenvolvimento de estratégias
nutricionais mais eficazes para solucionar os problemas relacionados ao crescimento de bactérias, ao
pH e digestibilidade (Duffield et al., 2004; Grovum, 1989; Thyfault et. al., 1975; Muzzi et. al., 2009).

As coletas do liquido ruminal serdo realizadas nos mesmos dias das coletas de sangue, realizadas
com 30 minutos antes a alimentacdo da manha, ¢ de hora em hora, até 4 horas ap6s a alimentagdo do
turno da manha. A analise deste fluido sera feita logo apos a coleta, avaliando-se os aspectos fisicos
(odor, cor, consisténcia), quimicos (pH, reducdo de azul de metileno e sedimentago) e bioldgicos
(motilidade, densidade, propor¢do e contagem de protozodrios) interpretados de acordo com as
técnicas propostas por Dirksen (1993). Uma aliquota de liquido ruminal sera armazenada a -20°C e
posteriormente usada para determinar a concentragdo de AGV. A concentracdo de AGV sera
quantificada por cromatografia em fase gasosa (HP 5890 series I GC, Hewlett-Packard, Waldbronn,
Alemanha) conforme descrito por Stefanska et al. (2018). Além disso, sera feito o isolamento de DNA
de bactérias ruminais e amplificacdo de qPCR de genes de 16S rDNA, usando um protocolo anterior
descrito por Abdelmegeid et al. (2018) com modificacdes conforme Grazziotin et al. (2020). Sera
coletado ainda, amostras fecais, coletadas do reto de cada animal em recipientes de plastico para
andlise de pH e amido.

O pH fecal serd& medido imediatamente apds a coleta com medidor de pH portatil, e
posteriormente as amostras serdo armazenadas a —20°C até analise do amido fecal. Sera realizado a
pesagem de todos os animais, a cada dia de coleta, para avaliagdo do ganho de peso, assim como
avaliagdo do ECC. Uma vez por semana sera coletado amostras de dieta, para avaliagdo da
digestibilidade in vitro, com e sem adi¢cdo dos produtos comerciais Lithothamnium Calcareum e
Equalizer, determinada pelo procedimento de Tilley & Terry (1963). Serdo realizadas analises
bromatologicas de todos os componentes da dieta para determinagdo dos teores de matéria seca (MS),
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proteina bruta (PB), fibra bruta (FB), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM). Para analises da
fibra detergente neutro (FDN) e fibra detergente acido (FDA) serd empregada a metodologia proposta
por Van Soest et al. (1991).

Durante a execugdo doexperimento, os animais serdo avaliados diariamente, caso seja observada
alguma alteracdo no comportamento ou condi¢@o fisica, sera realizado o exame clinico completo. Os
parametros analisados serdo: sinais clinicos vitais, frequéncia cardiaca e respiratoria, temperatura
corporal, coloracdo das mucosas e tempo de perfusdo capilar avaliado por pressdo sobre a mucosa
oral, levando em considera¢do os parametros fisiologicos propostos por Raiser (2003). Os dados
obtidos no experimento serdo analisados estatisticamente considerando o animal, o grupo, o momento
da coleta e suas interagdes (Littell et al., 1998). A comparag@o de médias individuais sera feita através
do teste de Tukey-Kramer. Serdo considerados significativos os valores de p<(0,05.

4.2 Aspectos Eticos

A proposta do presente projeto serd submetida para avaliagio do Comité de Etica em
Experimentagdo Animal — CEEA-UFPel. As atividades que serdo executadas sdo de baixo a médio
risco aos animais, além disso, serdo acompanhadas por um Médico Veterinario afim de zelar pelo
bem-estar e satide destes, dentro dos limites do experimento. As amostras serdo extraidas da melhor
forma possivel, evitando ao maximo o estresse a que estes animais possam passar durante os
procedimentos. Entretanto, estas amostras sdo cruciais para que se alcance os objetivos deste estudo,
que trard um grande impacto na criacdo de ruminantes.

4.3 Local e Instalagoes

Durante o experimento, os animais ficaram sob regime de confinamento e foram adaptados ao
ambiente e a dieta. O pavilhdo de ovinos apresenta em torno de 300m?, estando disponivel 2m? por
animal, ¢ estes foram alojados em seis baias com medig¢des de 4x4m, que continham cochos
destinados para a alimentacdo (Figura 2) e bebedouros destinados a agua (Figura 3). Os cochos
eram limpos todos os dias. J4 a cama, era manejada a cada dois dias para troca de maravalha que
cobria as camas e limpas diariamente para retirada de maravalha molhada e fezes, ja que o ambiente
de confinamento apresentava piso de chdo batido (terra) e divisorias de madeira, podendo haver
intensificacdo se necessario.

D,

Figura 1: Galpao de Ovinos do Nucleo (I esquisa, in e Extensdo em Pecuaria — NUPEEC.
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Figura 3: Cocho de 4gua.
4.4 Animais

Os animais foram vermifugados utilizando disofenol e doramectina via subcutanea, no inicio do
experimento e durante o periodo experimental, quando fosse necessario, mediante o resultado do
exame de contagens de ovos por grama de fezes (OPG), de acordo com a técnica descrita por Gordon
& Whitlock (1939).

Foi realizado um procedimento cirtrgico de colocagdo de canula em seis animais, para otimizar
a coleta de amostras de liquido ruminal para avaliacdo (Figura 4). Esse procedimento foi realizado
pelos residentes em clinica de ruminantes, sob supervisdo de seus preceptores. A realizacdo do
procedimento cirirgico consistiu na realizagdo do protocolo anestésico no paciente, ¢ em seguida, o
paciente foi colocado em decubito lateral direito para realizacdo da tricotomia na regido da fossa
paralombar esquerda, facilitando a limpeza e desinfeccdo do local. Posteriormente, foi realizada
assepsia local, e bloqueio anestésico local em L invertido, utilizando-se cloridrato de lidocaina 2%
sem vasoconstritor. Realizou-se antissepsia com alcool-iodo povidona-alcool posicionou-se a canula
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sobre as a fossa paralombar esquerda, entre a ultima costela, o processo espinhal lateral e a ponta do
isquio, e realizada a incisdo circular da pele, com aproximadamente 6cm de diametro. Apds isso, foi
feita a instilagdo do anestésico ¢ a divulsdo dos musculos obliquo externo, obliquo interno e o
transverso do abddmen, com auxilio de tesoura de Metzambaum e pinga anatdmica, até visualizagdo
do peritonio ¢ a parede do rimen. Assim, foi efetuada a exposi¢do do rimen, rumenostomia, e
posteriormente as camadas da borda da pele, musculos do abdomen e peritdonio foram suturados ao
rumen com um fio de nylon 0, sutura padrao ponto isolado simples. Dessa forma, apds a formacao da
fistula a canula foi posicionada no local da incisdo. Anteriormente a colocagdo, a canula foi mantida
em agua aquecida com solucdo antisséptica para facilitar que a aba interna fosse invertida
parcialmente dentro do orificio central, facilitando a inser¢do da canula no rimen. A parte interna da
canula se fixou na parede interna do rimen, enquanto a externa ficou justaposta a pele e o tubo central
preencheu a fistula. Posteriormente ao procedimento cirargico, realizou-se o protocolo de analgesia
com administracdo via parenteral durante cinco dias, antibioticoterapia via parenteral durante dez
dias, , além do uso de solugdo antisséptica para limpeza e higieniza¢do da fistula e da canula
diariamente, com uso de pomadas cicatrizantes.

Figura 4: Ovino apo6s a recuperacdo do procedimento cirtirgico.
4.5 Dietas e tratamentos

A dieta dos animais foi formulada conforme recomendagdo do NRC (2007). E a composigdo
bromatologica da TMR fornecida durante o periodo experimental estad predisposta na Tabela 1.
Diariamente a oferta de alimento era pesada em balanca digital e fornecida no cocho, sendo ajustada
durante o periodo experimental conforme o peso e o consumo dos animais. Estes, permaneceram em
regime de confinamento por 60 dias, divididos em 3 ciclos, havendo sete dias de adaptagdo no inicio
de cada ciclo experimental, iniciando-se por uma oferta de dieta em uma relagao de 60% concentrado
e 40% volumoso (ragdo comercial, farelo de soja e silagem de milho); em seguida foi ofertado uma
dieta com proporgdes de 50% concentrado e 50% volumoso (ragao comercial, farelo de soja e silagem
de milho), por 15 dias, e, a partir desta etapa, os animais passaram a receber os tratamentos de maneira
on top no cocho, junto a oferta de dieta. Nos ultimos cinco dias de experimento, ao entrarem no
desafio, foi ofertado no cocho uma dieta com 100% concentrado (racdo comercial e farelo de soja).
O periodo de desafio nutricional foi proposto a fim de testar os efeitos dos tratamentos em animais
desafiados nutricionalmente e que ficassem pré-dispostos ao quadro clinico de SARA. O intervalo
entre os ciclos foi de sete dias, onde os animais foram racionados com a dieta formulada e ndo
recebiam a adi¢do dos tamponantes.
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A dieta durante o periodo experimental apresentou média de 28,3% de amido no periodo pré-
desafio e durante o desafio média de 32,46% de amido na composicdo total. A oferta de alimento era
realizada em dois momentos, as 08:30h e as 16:30h, sendo ofertada 50% da dieta didria pela manha
e 50% a tarde. A agua foi disponibilizada ad libtum.

Tabela 1. Composicdo bromatoldgica da TMR ofertada aos animais durante o periodo experimental.

Proporcao % MS! MM? PB3? EE* FDN? FDAS® CNF’
Volumoso:concentrado % MS % MS % MS % MS % MS o, MS

Periodo pré-desafio
60:40 45,72 7,15 12,79 1,73 35,16 22,70 45,32

50:50 53,78 7,45 14,34 1,69 35,57 23,43 43,38

Periodo de desafio
100%C 89,54 7,72 16,00 1,87 24,80 17,05 48,12

'MS- Matéria Seca; 2MM- Matéria Mineral; *PB- Proteina Bruta; “EE- Extrato Etéreo; SFDN- Fibra em Detergente
Neutro; °FDA- Fibra em Detergente Acido; ’7CNF- Carboidratos ndo Fibrosos.

4.5 Coletas e Analises
Durante o periodo experimental, foram coletadas amostras de sangue e realizado controle
zootécnico de todos os animais em dias intercalados ¢ durante os dias de desafio (DO — D7 — D14 —

D16 -D18 —D19).

pré-desafio desafio
50v:50c Ov:100c

N et
I I I

T T TT 1]

DO D7 D14 D15D16D17D18D19

Figura 5: Linha temporal das coletas realizadas durante o experimento, e sua respectiva dieta. Em
negrito as coletas analisadas.

As coletas sanguineas foram realizadas sempre no periodo da manha, apds o fornecimento da
alimentacdo, via pungdo da veia jugular com auxilio de tubos BD Vacutainer®, um com fluoreto de
sodio, para dosagem de glicose e outro com ativador de coagulo para analises bioquimicas de
albumina, proteinas plasmaticas totais (PPT), uréia, calcio (Ca), magnésio (Mg), paraoxonase (PON),
acidos graxos ndo esterificados (AGNE) e B-hidroxibutirato (BHB). Logo apo6s a coleta do sangue, o
mesmo foi centrifugado por 20 minutos, a 4000 rpm, com auxilio de uma centrifuga (80-2B Analogica
- Daiki®), para a separacdo e extragdo de soro e plasma. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi
separado e acomodados em tubos Eppendorf com tampa, congelados a -20°C para posterior realizacao
das analises. As analises soroldgicas e plasmaticas foram realizadas no equipamento Labmax Plenno
(Analisador bioquimico labmax plenno — Labtest Diagndstica SA, Brasil®), e a analise de
PON sérica foi por espectrofotometria com o auxilio do espectrofotometro FEMTO 600 plus
(Alfakit®), com auxilio dos respectivos reagentes para cada leitura, no laboratério de metabolismo
do NUPEEC. Outra amostra sanguinea foi coletada em seringa heparinizada (Seringa balanceada com
Calcio e sem agulha, com tampa slip — BD®), resfriada rapidamente e ja transportada para o
laboratdrio de patologia clinica, do hospital de clinicas veterinarias da UFPel, para realizagdo da
analise de hemogasometria. Através dessa analise foi possivel visualizar as concentragdes de gases
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sanguineos (pO2 e pCO2), além do potencial hidrogénico (pH) plasmatico, bicarbonato (CHCO?) e
excesso de base (BE).

4.6 Delineamento Experimental e Tratamentos

Durante o periodo experimental foi adotada a metodologia de delineamento em quadrado
latino, sendo trés ciclos e trés tratamentos. Os animais foram atribuidos aleatoriamente entre os
tratamentos, pertencendo 6 animais por tratamento em cada ciclo, a fim de identificar diferencas
significativas entre os efeitos dos tratamentos. E minimizando os efeitos de clima e efeito animal.
Cada grupo passou pelos trés tratamentos em periodos diferentes, ou seja, o experimento rodou com
20 dias em cada ciclo, totalizando 60 dias experimentais e cada grupo experimental totalizou com 18
animais.

Os grupos tratamento receberam a adi¢do dos produtos junto a dieta, de maneira on top no
cocho, 7,56g/animal/dia seguindo a recomendagdo dos produtos sobre a dieta ofertada, 0,5% da MS
ofertada.
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Abstract

O estudo teve como objetivo comparar os efeitos do fornecimento de dois produtos
comerciais distintos, com acao tamponante: Equalizer® (Cargill®) e LithoNutri (Oceana
Minerals®), sobre o comportamento alimentar, metabolismo de ovinos confinados e sob
desafio dietético de alto concentrado. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Experimentagdo animal da Universidade Federal de Pelotas, sob o cédigo 009653/2021-
45. Dessa forma, 18 ovinos (doze animais ndo canulados e seis animais canulados) foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos, em um bloco estatistico de quadrado latino
contendo dois tratamentos e um grupo controle: Controle (BICARB; n=6), Lithothamnium
Calcareum® (LITHO; n=6) e Equalizer® (EQUA; n=6), os quais receberam uma dose de
7.56g/animal/dia, fornecido sobre a TMR. O experimento foi dividido em trés ciclos de vinte
e sete dias cada. Amostras de sangue, fezes e liquido ruminal foram coletadas em
intervalos de sete dias e durante os cinco dias de desafio nutricional, assim como foi feito
a avaliacao zootécnica, sendo avaliados seis coletas por ciclo, trés durante o periodo pré-
desafio e trés durante o desafio. As analises hemogasometricas do sangue venoso,
coletado da veia jugular, foram realizadas logo apds a alimentagdo da manha. Indicadores
metabdlicos sanguineos como glicose, albumina, proteinas plasmaticas totais (PPT), uréia,
calcio (Ca), magnésio (Mg), paraoxonase (PON), acidos graxos nao esterificados (AGNE)
e B-hidroxibutirato (BHB) foram analisados através da coleta de sangue da veia jugular
utilizando o sistema Vacutainer. Os resultados obtidos para todos os parametros avaliados
demonstraram néo ter havido diferengas entre os grupos nos diferentes ciclos, incluindo o
periodo de desafio. Concluimos que os diferentes tamponantes utilizados neste estudo
foram efetivos no tamponamento ruminal dos animais, mantendo os niveis de parametros
hemogasométricos e plasmaticos em niveis fisioldgicos aceitaveis, ndo sendo observadas
alteracbes que pudessem indicar acidose ou alteracbes metabdlicas sob as condicdes
avaliadas.

Keywords: borregos; nutricdo; ruminantes.
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Interpretive Summary

Avaliagdo do metabolismo de ovinos desafiados dieteticamente suplementados com
trés diferentes tamponantes ruminais. Wrague, C.S. Ovinos desafiados com dietas
contendo alto teor de amido respondem metabolicamente diferente de acordo com o
tamponante utilizado. O objetivo deste estudo foi verificar a utilizacdo de diferentes
tamponantes no metabolismo animal e avaliar os indicadores bioquimicos, hematolégicos
e hemogasométricos num momento de desafio dietético sobre a influéncia dos diferentes
tamponantes comerciais.

Introdugao

A intensificacao dos sistemas de producido de ruminantes buscando-se a maxima
eficiéncia produtiva e econémica esta relacionada com estratégias que buscam o uso e
alimentos de alto valor energético (Yang et al., 2012). Praticas adequadas de manejo
alimentar sdo cruciais para a melhoria na produgédo dos ovinos, evitando o surgimento de
disturbios metabdlicos (Lima et al., 2016).

A dieta influencia diretamente o consumo e a digestibilidade dos nutrientes e, como
consequéncia imediata, o desempenho dos animais, bem como a composi¢ao corporal e
da carcaca. Alguns fatores resultam na interrupgcéo do equilibrio acidobasico intraruminal,
diminuindo o pH do rumen, podendo levar ao aparecimento de disturbios como a acidose
ruminal (Neville et al., 2019). A acidose metabdlica é caracterizada por uma queda de pH e
na concentragao de bicarbonato. Em ruminantes (principalmente em sistemas intensivos
de produgao), esta muito relacionado ao acumulo de acido latico em dietas ricas em
concentrados energéticos (Owens et al., 1998). Neste cenario, ha uma migracao de acidos
para a corrente sanguinea devido a diferenga de osmolaridade entre o rimen e o sangue,
derrubando, desse modo, a capacidade do bicarbonato de tamponar o sangue (Galyean &
Rivera, 2003). Quando nado é possivel proporcionar uma fermentagéo ruminal adequada,
como nos casos de dietas desafiadoras, os sistemas tamponantes naturais ndo sao
eficazes, recomendando-se o0 uso de aditivos tamponantes ou alcalinizantes na dieta dos
animais (Bach et al., 2018).

Parametros sanguineos representam importante ferramenta zootécnica, pois
permitem avaliar o metabolismo animal, procedente do efeito nutricional das dietas, além
das respostas fisioldgicas dos animais (Rabassa et al., 2009; Bedoya et al., 2013). Quando
ha suspeitas de alteracbes no equilibrio acidobasico, sdo importantes as determinacdes
dos valores médios de referéncia dos gases sanguineos dioxido de carbono e oxigénio
(PCO? e PO?, respectivamente), potencial hidrogénio idbnico (pH) e excesso de acido-base
(BE). Muitos dos desequilibrios acidobasicos trazem poucos transtornos ao organismo, pois
sdo transitorios ou devidamente compensados pelo animal. Portanto, analises sanguineas
sao importantes para avaliar a absorgao dos nutrientes, funcionalidade de 6rgaos vitais, por
meio de avaliacbes celulares e de metabdlitos sanguineos frente as novas situagbes
alimentares. Sob condigdes normais, o pH do sangue é altamente regulado e raramente
flutua, porque este esta saturado com bicarbonato.

Os tampdes tem a fungdo de neutralizar o excesso de acidos produzidos no
ramen em situacbes onde os sistemas tamponantes, principalmente bom fluxo
salivar, sao insuficientes (Valadares Filho e Pina 2006).

Em um estudo realizado por Dilorenzo (2004) trabalhando com ruminantes rapidamente
passados de uma dieta de alta propor¢cao de forragem para outra com alto teor de
concentrado ou quando sdo abruptamente submetidos a dietas de alto concentrado
desencadeiam uma série de processos fisioldgicos, resultando num distarbio metabdlico
conhecido como acidose.
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O bicarbonato de sédio é o tamponante mais utilizado na nutrigdo animal. E um
composto usado predominantemente como tamponante ruminal em casos de dietas que
apresentem altas quantidades de concentrados. O Lithothamnium ssp., familia
Coralineacea, pertencente ao grupo das algas vermelhas, compostas por calcite, aragonite
e vaterite (Schlegel, 2017). E uma alga que pode ser extraida e fornecida como suplemento
mineral aos animais, atuando principalmente nos niveis séricos de calcio (Taddei, 2014).
Estas algas sdo plantas que crescem naturalmente no meio marinho e se desenvolvem
onde existe a presenca de luz (Dias, 2000; Melo & Moura, 2009). Ja o Litro Equalizer, € um
tamponante que esta associado ao bicarbonato de sédio, 6xido de magnésio e carbonato
de caélcio de fontes organicas. Oferece uma maior variedade de fontes de energia, como
fibras mais digestiveis e gordura, evita o excesso de carboidratos fermentaveis no rimen.

Ha uma caréncia de trabalhos detalhados sobre os niveis sanguineos em pequenos
ruminantes e poucos registros sobre achados importantes e seus possiveis significados
patolégicos nesta espécie, diante do desafio nutricional e por isso a importancia deste
estudo nos dias atuais. Sugere-se que ovinos desafiados com dietas contendo alto teor de
amido respondem metabolicamente diferente de acordo com o tamponante utilizado.

Materiais e Métodos

Instalagbes e Animais

O experimento foi realizado no prédio de experimentacdo animal do Nucleo de
Pesquisa, Ensino e Extensao em Pecuaria — NUPEEC, na Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL), no municipio de Capéao do Le&o, localizado no sul do Rio Grande do Sul, sobre
as coordenadas geograficas -31.805429, -52.414984. E aconteceu entre os meses de
agosto e outubro de 2021. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica de Experimentacéo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas (n°
009653/2021-45). Foram utilizados 18 ovinos de ragca mestica, com 14 meses de idade e
peso vivo médio de 51,11Kg £1,18 e média de escore de condi¢cao corporal (ECC) 3. Os
animais foram divididos de forma homogénea de acordo com o peso e colocados em trés
baias contendo quatro animais e trés baias contendo dois animais canulados.

Durante o experimento, os animais ficaram sob regime de confinamento e foram
adaptados ao ambiente e a dieta. O pavilhdo de ovinos apresenta em torno de 300m?,
estando disponivel 2m? por animal, e estes foram alojados em seis baias com medi¢des de
4x4m, que continham cochos destinados para a alimentagdo e bebedouros destinados a
agua. Os cochos eram limpos todos os dias. J& a cama, era manejada a cada dois dias
para troca de maravalha que cobria as camas e limpas diariamente para retirada de
maravalha molhada e fezes, ja que o ambiente de confinamento apresentava piso de chao
batido (terra) e divisorias de madeira, podendo haver intensificagéo se necessario.

Os animais foram vermifugados via subcutanea, no inicio do experimento e durante o
periodo experimental, quando fosse necessario, mediante o resultado do exame de
contagens de ovos por grama de fezes (OPG), de acordo com a técnica descrita por Gordon
& Whitlock (1939).

Dietas e tratamentos

A dieta dos animais foi formulada conforme recomendacdo do NRC (2007). E a
composicao bromatolégica da TMR fornecida durante o periodo experimental esta
predisposta na Tabela 1. Diariamente a oferta de alimento era pesada em balanca digital e
fornecida no cocho, sendo ajustada durante o periodo experimental conforme o peso e o
consumo dos animais. Estes, permaneceram em regime de confinamento por 60 dias,
divididos em 3 ciclos, havendo sete dias de adaptacéo no inicio de cada ciclo experimental,
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iniciando-se por uma oferta de dieta em uma relagéo de 60% concentrado e 40% volumoso
(racdo comercial, farelo de soja e silagem de milho); em seguida foi ofertado uma dieta com
proporgdes de 50% concentrado e 50% volumoso (ragao comercial, farelo de soja e silagem
de milho), por 15 dias, e, a partir desta etapa, os animais passaram a receber os
tratamentos de maneira on top no cocho, junto a oferta de dieta. Nos ultimos cinco dias de
experimento, ao entrarem no desafio, foi ofertado no cocho uma dieta com 100%
concentrado (ragao comercial e farelo de soja). O periodo de desafio nutricional foi proposto
a fim de testar os efeitos dos tratamentos em animais desafiados nutricionalmente e que
ficassem pré-dispostos ao quadro clinico de SARA. O intervalo entre os ciclos foi de sete
dias, onde os animais foram racionados com a dieta formulada e ndo recebiam a adi¢cao
dos tamponantes.

A dieta durante o periodo experimental apresentou média de 28,3% de amido no
periodo pré-desafio e durante o desafio média de 32,46% de amido na composigéo total. A
oferta de alimento era realizada em dois momentos, as 08:30h e as 16:30h, sendo ofertada
50% da dieta diaria pela manha e 50% a tarde. A agua foi disponibilizada ad libtum.

Tabela 1. Composi¢do bromatoldgica da TMR ofertada aos animais durante o periodo experimental.

Proporgio % MS! MM? PB3 EE* FDN® FDA® CNF’

Volumoso:Concentrado o, MS o, MS o, MS o, MS o, MS % MS
Periodo pré-desafio

60:40 45,72 7,15 12,79 1,73 35,16 22,70 45,32

50:50 53,78 7,45 14,34 1,69 35,57 23,43 43,38

Periodo de desafio
100%C 89,54 7,72 16,00 1,87 24,80 17,05 48,12

'MS- Matéria Seca; 2MM- Matéria Mineral; *PB- Proteina Bruta; “EE- Extrato Etéreo; ’FDN- Fibra em Detergente
Neutro; SFDA- Fibra em Detergente Acido; ’CNF- Carboidratos ndo Fibrosos.

Coletas e Analises

Durante o periodo experimental, foram coletadas amostras de sangue e realizado
controle zootécnico de todos os animais nos dias pré-desafio (DO — D7 e D14) fornecendo
uma dieta contendo 50V:50C e durante os dias de desafio (D16 — D18 — D19), momento
em que os animais recebiam a dieta com 100% concentrado.

As coletas sanguineas foram realizadas sempre no periodo da manha, apds o
fornecimento da alimentacdo, via pung¢do da veia jugular com auxilio de tubos BD
Vacutainer®, um com fluoreto de sodio, para dosagem de glicose e outro com ativador de
coagulo para analises bioquimicas de albumina, proteinas plasmaticas totais (PPT), uréia,
calcio (Ca), magnésio (Mg), paraoxonase (PON), acidos graxos nao esterificados (AGNE)
e B-hidroxibutirato (BHB). Logo apds a coleta do sangue, o mesmo foi centrifugado por 20
minutos, a 4000 rpm, com auxilio de uma centrifuga (80-2B Analdgica - Daiki®), para a
separacgao e extracao de soro e plasma. Apds a centrifugacao, o sobrenadante foi separado
e acomodados em tubos Eppendorf com tampa, congelados a -20°C para posterior
realizacdo das analises. As analises sorolégicas e plasmaticas foram realizadas no
equipamento Labmax Plenno (Analisador bioquimico labmax plenno — Labtest
Diagndstica SA, Brasil®), e a analise de PON sérica foi por espectrofotometria com o auxilio
do espectrofotdmetro FEMTO 600 plus (Alfakit®), com auxilio dos respectivos reagentes
para cada leitura, no laboratério de metabolismo do NUPEEC. Outra amostra sanguinea foi
coletada em seringa heparinizada (Seringa balanceada com Calcio e sem agulha, com
tampa slip — BD®), resfriada rapidamente e ja transportada para o laboratério de patologia
clinica, do hospital de clinicas veterinarias da UFPel, para realizacdo da analise de
hemogasometria. Através dessa analise foi possivel visualizar as concentragcbes de gases
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sanguineos (pO2 e pCO2), além do potencial hidrogénico (pH) plasmatico, bicarbonato
(CHCO?) e excesso de base (BE).

Delineamento Experimental e Tratamentos

Durante o periodo experimental foi adotada a metodologia de delineamento em
quadrado latino, sendo trés ciclos e trés tratamentos. Os animais foram atribuidos
aleatoriamente entre os tratamentos, pertencendo 6 animais por tratamento em cada ciclo,
a fim de identificar diferencgas significativas entre os efeitos dos tratamentos. E minimizando
os efeitos de clima e efeito animal. Cada grupo passou pelos trés tratamentos em periodos
diferentes, ou seja, o experimento rodou com 20 dias em cada ciclo, totalizando 60 dias
experimentais e cada grupo experimental totalizou com 18 animais.

A analise estatistica foi realizada utilizando os valores de média + erro padrao. Para a
comparagao dos parametros sanguineos entre os tratamentos (BICARB, EQUA, LITHO) e
os ciclos e coletas, utilizou-se analise de variancia seguida de teste Tukey-Kramer. O
valor de p < 0,05 foi utilizado como critério de significancia estatistica minima. O modelo
incluiu os efeitos fixos de tratamento, periodo e tempo, como também os efeitos aleatdrios
dos animais e suas interagdes. As analises estatisticas e foram realizadas através do
software RStudio utilizando os pacotes dplyr, multcompView, respectivamente. Ja a
confecgao dos graficos ocorreu com a utilizagdo do software GraphPad Prism v9.0.

Resultados e discussao

As médias das analises nas coletas D0-7-14 (pré-desafio, quando os animais
recebiam volumoso e concentrado na TMR) e durante o periodo de desafio, coletas D16-
18-19 (quando os animais passaram a receber um TMR contendo apenas concentrado)
para os grupos em funcéo das coletas realizadas, assim como o valor do erro padréao da
meédia para cada metabdlito, além dos valores de p para o grupo tratamento, p para coleta
e p interagao grupo:coleta nas tabelas e figuras abaixo.

Na figura 1, estdo expressos os valores encontrados para os metabdlitos que
representam o perfil energético. Como era esperado, todos os metabdlitos avaliados
apresentaram uma variacao (p < 0,0001) ao longo dos dias, o que demonstra que a
modificagdo no padrao da dieta proposta pelo estudo foi capaz de fornecer mais energia
aos ovinos e, até certo ponto reduzir a utilizacdo de suas reservas. Os niveis glicémicos
no periodo de desafio aumentaram, em relacido ao periodo pré-desafio para todos os trés
tratamentos. Para Goularte et al., (2011), quanto maior for a presenga de concentrado na
dieta, maior sera a massa microbiana ruminal de produtores de propionato, elevando,
consequentemente maior concentragéo de glicose no sangue. Ainda, durante o periodo
pré-desafio e durante o desafio mantiveram-se dentro dos parametros fisioldgicos. Ainda,
nao houve interagao (p > 0,05) entre os tratamentos e os dias ao longo do experimento,
demonstrando que o metabolismo energético, embora os animais recebendo uma
modificacdo drastica na composicao dietética, nao foi capaz de alterar em um pequeno
espaco de tempo de acordo com os trés tratamentos recebidos. No mesmo sentido, os
trés tamponantes utilizados foram capazes de n&o ultrapassar os parametros fisioldgicos
aceitaveis para o perfil energético. Apenas uma tendéncia (p = 0,08) de maior mobilizagao
de AGNE foi observada no periodo de desafio mais direcionada aumentos nos grupos
LITHO e EQUA. Porém, esta mobilizagdo pode estar mais relacionada propriamente a
fatores externos de estresse, do que propriamente apenas das dietas e o uso dos
tamponantes.
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*abreviaturas: BICARB: Grupo tratamento Bicarbonato; EQUA: Grupo tratamento Equalizer®; LITHO: Grupo
tratamento LithoNutri®.

Figura 1: Concentragdo média do perfil energético sanguineo em cada tratamento durante
o periodo pré-desafio e no periodo de desafio da dieta dos ovinos.

Na figura 2, encontramos os valores expressos das médias para o perfil mineral. Nao houve
alteragao estatistica no perfil mineral durante ambas as fases do estudo. Os valores
encontrados apresentam-se dentro dos niveis fisioldgicos aceitaveis, preconizados por
Kaneko et. al., (2008).
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Figura 2: Concentragdo média do perfil mineral em cada tratamento durante o pré-desafio

e no periodo de desafio da dieta dos ovinos.

Ja natabela 2, a atividade da enzima paraoxanase-1 que nao apresentou diminuicéo

nas concentragdes seéricas.

Tabela 2: Concentracdo média do perfil de marcadores inflamatérios em cada tratamento
durante o pré-desafio e no periodo de desafio da dieta dos ovinos.

PERIODO GRUPO METABOLITO

atividade de
PON1 (U/mL)

PERIODO PRE-DESAFIO BICARB 180,04 + 1,7
PERIODO DESAFIO BICARB 166,67 +1,7
PERIODO PRE-DESAFIO EQUA 159,45+ 1,2
PERIODO DESAFIO EQUA 156,48 £ 1,2
PERIODO PRE-DESAFIO LITHO 160,28 £ 1,5
PERIODO DESAFIO LITHO 165,84 £ 1,5
valor de p grupo 0,180
valor de p coleta 0,005
valor de p glteragé 0,998

*abreviaturas: PON1 (paraoxonase).

*legenda: Média das coletas nos periodos experimentais, ao lado do erro para cada tratamento.

Abaixo, na figura 3, observa-se que a inclusao dos tamponantes nao afetou os niveis
de PPT, albumina e ureia (p < 0,05). As médias para PPT e albumina corroboram com
Marques (2007) que obteve média de 2,78g/dL para albumina, em borregos castrados e
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confinados e média para PPT abaixo dos padrdes. Para o metabdlito uréia, neste
experimento foram constatadas que para os trés tratamentos, nos dois periodos avaliados,
os valores estiveram dentro do intervalo considerado normal, que segundo Kaneko et al.
(2008) variam entre 32-60mg/dL. Como a amdnia de origem alimentar foi provavelmente
baixa, este aumento nas concentragdes metabdlicas da ureia, tanto no pré-desafio quanto
no desafio, pode ser explicado pela mobilizagdo de aminoacidos para geragao de energia
no animal e, também, pela degradagdo de proteinas microbianas, o que também foi
evidenciado por Rule et al (1985). Estes parametros representam um indicativo do
metabolismo proteico dos animais, e apesar deste resultado, quando comparado a
literatura, os animais de todos os tratamentos apresentaram niveis séricos adequados para
os padroes da espécie.
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Figura 3: Concentragdo média do perfil proteico em cada tratamento durante o pré-desafio

e no periodo de desafio da dieta dos ovinos.

Ao avaliar os resultados obtidos através da hemogasometria (Figura 4), os valores
medios de pH sanguineo dos ovinos apresentaram pouca variagdo sempre girando ao
redor de 7,4. Houve novamente efeito (p < 0,001) de periodo, demonstrando que quando
houve a modificacdo na dieta, de certa forma também houve alteragcao no equilibrio
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acidobasico sanguineo. Contudo, com relacdo aos tratamentos, ndo houve maiores
diferengas. O pH do sangue é altamente tamponado e mantido dentro das variagdes
muito estreitas pelos rins, fungéo respiratéria e sistemas tampéo (BLOCK, 1990). Como
exemplo em ruminantes, em novilhos, o pH sanguineo se encontra na faixa de 7,31 a
7,53, mantidos pelos mecanismos homeostaticos do corpo. Ja em ovinos, essa variagao
pode ser 7,28 e 7,42 segundo Kaneko et al. (2008).

A mesma situagao se repete quanto as concentragdes de PO2, uma vez que os valores
encontrados para os tratamentos nao diferem estatisticamente, o tratamento EQUA
demonstrou média maior antes do periodo de desafio, destoando dos outros tratamentos,
mas ainda, todos os tratamentos apresentaram valores abaixo dos considerados normais
segundo Kaneko et al. (2008). O HCO3 é o tamponante mais abundante no plasma
sanguineo e € um indicador da capacidade de tamponagem do sangue, € 0 componente
metabdlico do equilibrio acidobasico, neste estudo apresentou valores dentro dos
padrées. O BE refere-se a concentracédo de bases que podem ser tituladas excluindo a
concentracao de acidos que podem também ser titulados no fluido intracelular. Neste
caso, todos os tratamentos apresentaram valores dentro da média prescrita como normal.
Por fim, a analise da hegasométrica do sangue é também um método com relevancia de
diagnéstico nestes casos e que acaba por ser menos invasivo que a analise do pH
ruminal. Uma vez que existe um acumular de acido no rimen, também € de esperar que
este desequilibrio acido-base exista a nivel sanguineo. O pressuposto é que existe uma
ligeira diminuigdo do pH do sangue, junto com uma diminui¢ao do bicarbonato e um
excesso de base durante casos de acidose subaguda (Abdela 2016).
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Figura 4: Concentragdo média do equilibrio acidobasico em cada tratamento durante o pré-
desafio e no periodo de desafio da dieta dos ovinos.

Por isso, importante saber monitorar o controle metabdlico e conhecer tanto as
causas que levam ao surgimento dos problemas, como também as formas de prevengao
e de identificacédo de sinais clinicos apresentados pelos ruminantes.

Nos ruminantes, a manutengdo da concentracdo de glicose plasmatica se relaciona a
estabilidade glicémica, visto que os carboidratos da dieta sdo quase totalmente utilizados
no rumen (Gressler et al., 2015).

E bem conhecido que o regime de alimentacdo pode melhorar a eficiéncia alimentar
em ruminantes; no entanto, ha chances de ocorréncia de alguns disturbios ruminais
(Alhidary et al ., 2016). No passado, alguns estudos relataram o impacto positivo da
suplementagdo de tamponantes no desempenho animal e no ambiente ruminal em
ruminantes (Cruywagen et al ., 2015 ; Wu et al ., 2015); no entanto, os efeitos comparativos
de diferentes tampdes em pequenos ruminantes ndo foram totalmente investigados até
entio.

Conclusao

Com este estudo, foi possivel notar que o uso de diferentes tamponantes, a nivel de
prevencao de disturbios metabdlicos relacionados ao equilibrio acidobasico e
consequéncias no metabolismo geral dos animais foram eficientes e ndo apresentaram
anormalidades nos valores de referéncia para as analises sanguineas. Ainda, nota-se que
nao houve evidéncias para determinar qual o melhor produto comercial a ser utilizado, pois,
depende muito da dieta fornecida e de tantos outros fatores intrinsecos a serem
observados.

Aprovagao ética

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de
Experimentacdao Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas (n° 009653/2021-45).
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6 CONCLUSOES

A utilizagdo de aditivos tamponantes na dieta de ruminantes ¢ uma pratica que otimiza o
desempenho, controlando ou modificando o ambiente ruminal. Os aditivos tamponantes apresentados
neste estudo, foram eficazes no controle do pH ruminal, diminuindo os efeitos negativos do consumo
de dietas com alto amido, assim como também ndo apresentaram modifica¢des nos parametros
sanguineos.

Conclui-se entdo que as novas tecnologias visando maior e melhor produtividade dos animais,
com a utiliza¢do de aditivos a dieta tem ganhado destaque incorporando e melhorando a produgio
dos animais. Assim, apesar dos tratamentos ndo apresentarem valores estatisticos significativos, o
manejo alimentar de ovinos confinados exige uma certa aten¢do e o uso de aditivos tamponantes
ainda deve ser estudado. Isso requer mais pesquisas para esclarecer os niveis eficazes da inclusdo de
tamponantes sobre dietas desafiadoras.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo permitiu concluir que os pardmetros bioquimicos sanguineos, com o incremento do uso
de aditivos tamponantes ndo foram diretamente afetados, ainda que o estudo tenha induzido uma
acidose nos animais. Sendo assim, comprovou-se a eficiéncia de ambos os tratamentos testados. As
doengas decorrentes do inadequado manejo nutricional, como € o caso da acidose, causam grande
impacto econdmico dentro dos rebanhos. As analises sanguineas sdo relativamente faceis de realizar,
porém a forma de coleta bem como a forma e tempo de armazenamento da amostra influenciam
diretamente no resultado, assim como a utilizagdo de aditivos, que podem alterar os pardmetros.
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