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1. Introducéo Geral

A acidose ruminal sub-clinica (ARS) é uma grande preocupa¢do dentro da
pecuaria leiteira nos Estados Unidos, pois as perdas econbémicas causadas pela
ARS sao resultantes da reducao da eficiéncia da producéo leiteira, abate prematuro
de animais, além das perdas por mortes (KRAUSE & OETZEL, 2005). Os custos da
ARS, resultantes da producéo perdida por animal, é estimado em US$ 1,12/dia por
vaca (STONE, 1999). Com o sistema de produc¢ao cada vez mais intensivo, onde se
leva em consideracdo os indices produtivos, € cada vez maior a inclusdo de
alimentos concentrados na dieta (80-95% da dieta total), acarretando desordens
ruminais, como a acidose ruminal (KREHBIEL et al., 1995). A ARS pode atingir até
20% dos rebanhos leiteiros e de corte (OETZEL, 2004), enquanto a acidose ruminal
clinica pode atingir em torno de 5% do rebanho (INGVARTSEN, 2006), podendo
ainda variar de acordo com o sistema de producéo.

O que torna os indices e as perdas maiores com a forma sub-clinica sédo seus
sinais clinicos nao evidentes, tornando mais dificil seu diagndstico. Para se obter um
diagnostico preciso da doenca, deve-se levar em consideracdo além do pH do fluido
ruminal e da reducé&o do numero de protozoarios, a diminuicdo dos niveis de gordura
no leite, reducéo do pH da urina e aumento de fosfatos inorganicos, considerando-se
a associagao destes achados com o histérico do rebanho (ENEMARK, 2009).

Estudos para melhorar a eficiéncia ruminal, com intuito de aumentar a
producdo dos ruminantes domesticos, tem sido uma prioridade dos nutricionistas.
Durante muitos anos, a fim de reduzir a perda de energia e nutrientes, tem-se
utilizado antibiéticos nas dietas em doses sub-terapéuticas, as quais se revelaram
eficazes (MACDONALD et al., 2002, apud GUEDES et al., 2008). Porém, em janeiro
de 2006 a Unido Européia proibiu o uso de qualquer antibiético como promotor de
crescimento nas ragcbes, 0 que tem contribuido para intensificar a procura por
aditivos alternativos que satisfacam as exigéncias do mercado (GATTASS et al.,
2008).

Entre os aditivos alternativos existentes no mercado destacam-se as culturas
de leveduras, que atuam melhorando a digestdo das fibras no riumen e de sua
habilidade para impedir um declinio do pH do fluido ruminal, evitando o aumento dos
niveis de acido lactico (GUEDES et al., 2007). Outro suplemento que vem sendo

estudado, para ser aplicado em sistemas de producdo € o selénio organico, mais



corretamente chamado se selénio levedura. O selénio organico, é assim chamado,
porque sao leveduras que crescem sobre um substrato rico em selénio e pouco
enxofre (GIERUS, 2007). Este mineral estd sendo enfatizado, pois em sistemas de
alta producédo devido aos altos niveis de ARS, a sua absorcédo fica prejudicada.
Ainda, segundo ORTOLANI (2002) a baixa do pH do rimen pode diminuir o
aproveitamento do selénio ingerido, sendo que somente 54% deste mineral é
absorvido em condicdes fisiologicas (ORTOLANI, 2002).



2. Objetivo

O objetivo geral desta dissertacdo foi determinar a eficacia do uso de probioticos,

monensina e selénio levedura em situacdes de acidose ruminal sub-clinica.

2.1 Objetivos Especificos:

- Avaliar parametros ruminais e metabdlicos de ovelhas suplementadas com
probidtico, monensina e selénio levedura, induzidas a acidose ruminal subclinica;
e Verificar a ocorréncia de alteracbes sub-clinicas através da
analise do fluido ruminal (pH, quantificagdo de protozoarios);
e Avaliacdo do perfil metabdlico sanguineo pelas avaliacbes de
glicose, desidrogenase lactica, aspartato amino transferase
(AST), gama glutaril transferase (GGT), sodio, potassio,

magnésio, calcio, fésforo, cloretos.



3. Protocolo de Inducédo de Acidose Ruminal Sub-Clinica em

Ovinos Mantidos em Sistema De Confinamento
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3.1 Introducéao

A acidose ruminal sub-clinica (ARS) é uma doenca que acomete rebanhos de
alta produtividade, os quais possui sua dieta a base de concentrado. Quando o
animal esta em ARS, o pH do rimen permanece a maior parte do dia abaixo de 6,0,
0 que retarda a fermentacdo do alimento volumoso e prejudica a biossintese de
proteina bacteriana (MUHLBACH, 2007). Os animais com ARS apresentam-se
aparentemente sadios, sem a presenca de sinais clinicos evidentes, porém sua
producéo é significativamente menor (BOUDA & QUIROZ-ROCHA, 2000).

Este desequilibrio ruminal pode acontecer em bovinos de corte, sendo que
OETZEL (2004) identificou uma prevaléncia de 20% de ARS em um rebanho
comercial, bem como na pecuaria leiteira, aonde que STONE (1999) calculou uma
perda diaria individual de $1,12 com esta altera¢do. Ainda, a ovinocultura também
deve ser considerada, por expressar importancia nos sistemas pecuarios (CEZAR et
al., 2004), além de servir como modelo experimental para conhecimentos aplicaveis
a ruminantes (MIKEL et. al., 2004).

Ainda sdo poucos os estudos referentes aos mecanismos envolvidos nas
perdas produtivas geradas pela ARS, devido a dificuldade de se produzi-la
experimentalmente. A falta de um protocolo de inducdo de ARS, por um periodo

maior que 24 horas, sem que ocorra a doenca clinica, levou a procura do
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aperfeicoamento da técnica, de modo que possam ser coletados dados consistentes
de perdas nos sistemas de producéo.
O objetivo deste estudo foi elaborar um protocolo de inducéo e mantenca de

ARS em ovinos mantidos em sistema de confinamento.

3.2 Materiais e Métodos

O experimento foi realizado nas dependéncias do Hospital de Clinicas
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (Pelotas/RS), pelo grupo de
pesquisa NUPEEC (Nucleo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuaria). Foram
utilizados seis ovinos, sem racga definida (SRD), com peso médio de 35kg, mantidos
em sistema de confinamento. Os animais estavam adaptados por mais de 21 dias, a
uma dieta a base de feno de tifton e concentrado, recebendo 1% de seu peso vivo
de concentrado (racdo IRGOVINO PREMIUM®) com 15% de proteina bruta.

Antes do periodo de indugéo, os animais foram mantidos em jejum alimentar
por dois dias, recebendo apenas dieta hidrica.

A inducédo da acidose ruminal sub-clinica foi realizada com a mesma racao ja
utilizada, fornecida a vontade (figura 1). A coleta de liquido ruminal foi realizada
guatro vezes ao dia por sondagem oro-ruminal (8h, 12h, 16h e 19h), por quatro dias
consecutivos. Apés a coleta, o fluido ruminal foi coado e aferido seu pH com um
potenciémetro portatil (Phtek®) (ODENYO et al., 1997). Durante todo o periodo
experimental foi observado o comportamento dos animais (alerta ou apatia),

presenca de ruminacao, e ainda a consisténcia das fezes.
‘ 21 dias ‘ 2 dias ‘ 4 dias \
adaptacao jejum inducao

Figura 1. sequéncia cronolégica das etapas do protocolo de indugdo a acidose

ruminal sub-clinica.

Foi utilizado para a analise dos dados software Statistix 8 (2003), utilizando

andlise de variancia.
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3.3 Resultados e Discussodes

Apés oito horas ao inicio do protocolo de indugdo, os animais apresentaram
seu pH ruminal inferior aos padrdes fisiol6gicos, sendo classificado com ARS
(MUHLBACH, 2007). Os animais responderam ao protocolo de forma homogénea
até as 19 h do dia quatro, sendo assim, se mantiveram em ARS durante 75 h
consecutivas. Nenhum animal apresentou sinal clinico de acidose ruminal,
comprovando a eficacia do protocolo. A tabela 1 demonstra a média de pH diaria

dos animais de acordo com o dia do protocolo de indugéao.

Tabela 1: Média diaria do pH ruminal de acordo com o dia de inducéo

a acidose ruminal sub-clinica

Dia de inducgéo Média diaria do pH
1 6,2°

2 5,64°

3 5,76

4 5,83°

Valores com letras diferentes entre linhas apresentam diferencga p<0,05.

A média do pH ruminal por coleta, por dia também estiveram abaixo dos
padrdes fisiologicos, sendo assim, 0s animais sempre estiveram em ARS em todas

as horas do dia (figura 2).
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Figura 2: Média do pH ruminal por dia e coleta em animais submetidos

a protocolo de inducéo de acidose sub-clinica.

O protocolo de indugcdo se manteve até o dia 4. No dia 5 os animais
comecaram a responder de forma heterogénea, e apenas dois animais responderam
ao protocolo, sendo que a média se manteve acima de 6.

Os estudos presentes até o momento de ARS, conseguiram manter por
apenas dois dias o pH ruminal abaixo de 6 (KRAUSE & OETZEL, 2005).

3.4 Conclusao

O protocolo de indugdo de acidose sub-clinica mostrou-se eficaz por um
periodo de quatro dias. Estes dados sdo de extrema importancia, devido a
dificuldade da inducdo e mantenca da ARS, sem que 0s animais entrem na forma
clinica da doenga. O protocolo estudado servirhd para estudos futuros, podendo

quantificar as perdas causadas por esta doenca.
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Resumo

SCHWEGLER, Elizabeth. Pardmetros Metabdlicos e Ruminais de Ovelhas
Induzidas a Acidose Ruminal Sub-Clinica, Suplementadas com Probidtico,
Monensina e Selénio Levedura. 2009. 34f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
Pos-Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas.

O objetivo do estudo foi determinar a eficacia do uso de probiético (Saccharomyces
cerevisiae), monensina e selénio levedura, sobre parametros ruminais e metabdlicos
de ovinos em situagcbes de acidose ruminal sub-clinica (ARS). Foram utilizados 36
ovinos sem raga definida, com idade média de 12 meses e peso médio de 31 + 8 kg.
Os animais foram mantidos em sistema de confinamento, recebendo dieta a base de
feno de tifton (Cynodon sp.) e concentrado. O experimento possuia 6 grupos
experimentais, com 6 animais em cada grupo, tendo sido diferenciados pelo seu
suplemento, sendo a dieta basica a mesma. Os tratamentos utilizados foram: grupo
CO: controle, apenas a dieta basica; CS: com adicdo de 1,5 g /animal/ dia Sel-Plex®
(selénio organico); CM: 11 ppm/ kg matéria seca da dieta de monensina soédica;
CSM: 11ppm/kg matéria seca da dieta de monensina sodica, juntamente com 1,5 g/
animal/ dia de Sel-Plex®; CY: 3 g/ animal/ dia de Yea-Sacc® (probidtico a base de
Saccharomyces cerevisiae); CSY: 3 g/ animal/ dia de Yea-Sacc® e ainda 1,5 g/
animal/ dia de Sel-Plex®. Os animais receberam esta dieta durante 21 dias, antes do
inicio das coletas. Apos o periodo de adaptacdo, os ovinos foram submetidos a 2
dias de restricdo ao concentrado e volumoso, recebendo apenas o suplemento e
agua a vontade. Posteriormente 0os animais passaram por 4 dias de inducdo de
ARS, com livre acesso a fracdo concentrada da dieta, recebendo no primeiro
arracoamento do dia os suplementos de cada tratamento. Nos trés dias
subsequentes ao periodo de inducdo, os animais retornavam a dieta do periodo de
adaptacao recebendo os respectivos suplementos de acordo com cada tratamento
(periodo de recuperacdo). Foram realizadas coletas de liquido ruminal 4 vezes ao
dia (8, 12, 16 e 19 h), no periodo de inducéo, e as 12 h no periodo de recuperacao.
No liquido ruminal foi avaliado pH, contagem total de protozoarios e teor de cloretos.
A coleta de sangue foi realizada 1 vez ao dia no ultimo dia de adaptacdo da dieta,
nos quatro dias de inducdo e nos trés dias de recuperacdo. Os parametros
metabdlicos avaliados foram: aspartato amino transferase (AST), gama glutaril
transferase (GGT), desidrogenase lactica (LDH), glicose, célcio, cloretos, fosforo,
magneésio, sodio, potassio. Os resultados demonstram que 0 grupo controle se
mostrou superior aos demais quanto ao pH do fluido ruminal (p<0,05). Os cloretos
ruminais e a contagem total de protozoarios nao tiveram diferenca entre grupos,
apenas entre dias de inducdo. Nos parametros metabdlicos, os resultados nédo
tiveram diferenga entre os tratamentos utilizados, apenas entre os dias de coleta.
Conclui-se que os suplementos utilizados nao foram eficazes em manter os
paradmetros ruminais e metabolicos em niveis fisiolégicos em animais submetidos a
acidose ruminal sub-clinica.

Palavras chaves: acidose ruminal sub-clinica, probiético, monensina, selénio,
metabolismo.
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Abstract

SCHWEGLER, Elizabeth. Ruminal and metabolic parameters of sheep induced
to sub-acute ruminal acidosis and fed with probiotic, monensin and selenium
yeast. 2009. 34p. Master’s Dissertation — Programa de Pds-Graduacdo em Medicina
Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brazil.

The aim of this study was to observe the efficiency of probiotics, monensin and
selenium yeast fed to sheep induced to sub-acute ruminal acidosis (SARA) on the
maintenance of normal ruminal and metabolic parameters. Thirty six sheep that
averaged 12 months old and 31 *= 8 kg of body weight were used. The sheep were
kept in a confinement system, receiving a diet based on tifton hay (Cynodon sp.) and
concentrate. The sheep were divided in six groups, each one containing six animals.
The treatments were: CO group, control, receiving the diet without any supplement;
CS, with the addition of 1.5 g/animal/day of Sel-Plex® (selenium yeast); CM, with the
addition of 11 ppm/kg of diet dry matter (DM) of monensin; CSM, with the addition of
11 ppm/kg of diet DM of monensin and 1.5 g/animal/day of Sel-Plex®; CY, with the
addition of 3 g/animal/day of Yea-Sacc® (probiotic Saccharomyces cerevisiae); CSY,
with the addition 3 g/animal/day of Yea-Sacc® and 1.5 g/animal/day of Sel-Plex®. The
sheep receive this diet for 21 days before the start of the experiment. After the
adaptation period the sheep were submitted to 2 days of fasting, receiving just the
supplement and water ad libitum. After this, the sheep were submitted to 4 days of
induced SARA, with concentrate ad libitum and received in the first morning meal the
supplement specific for each group. Three days after the induction period, the sheep
received the usual diet, but still receiving the supplements. Ruminal fluid collections
were performed four times daily (8 and 12 AM and 4 and 7 PM) during the induction
period and once daily (12 AM) in the recuperation period. The ruminal fluid was
evaluated for pH, number of protozoa and chlorides concentration. Blood collection
was performed once daily in the last day of adaptation, on the four days of induction
and on the three days of recuperation. The metabolic parameters evaluated were:
aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamil transferase (GGT), lactate
desidrogenase (LDH), glucose, calcium, chlorides, phosphorus, magnesium, sodium
and potassium. The results showed that control group was superior regarding
ruminal pH (P<0.05). Ruminal chlorides and number of protozoa did not differ
between groups (P>0.05), only between day of the experiment (P<0.05). Also, there
was no difference in the blood metabolic parameters between groups (P>0.05), but
only between day of the experiment (P<0.05). Thus, the supplements used in this
experiment were not efficient in maintaining ruminal and metabolic parameters at
physiological levels in sheep submitted to sub-acute ruminal acidosis.

Keywords: sub-acute ruminal acidosis, probiotics, monensin, selenium, metabolism.



19

4.1. Introducao

A Acidose Ruminal Sub-Clinica (ARS) € uma doenca comum em bovinos
altamente produtivos que recebem uma dieta com ingredientes de rapida digestéo
(PLAIZIER et al., 2009). OETZEL (2004) constatou que 20% dos bovinos de
rebanhos comerciais leiteiros possuem ARS e ENEMARK (2009) estimou o custo
associado a ARS nos Estados Unidos, o qual seria de US$ 500 milhdes a US$ 1
bilhdo anualmente, com um custo por animal/dia de US$ 1,12.

Como esta doenca sub-clinica esta altamente difundida nas propriedades de
alta producéo leiteira, NORDLUND et al. (1995) sugeriram dois distintos grupos de
risco em rebanhos leiteiros: (1) no inicio da lactacdo, em que as vacas sao expostas
a dieta rica em energia; e (2) as vacas gque estdo no meio da lactacdo, devido a sua
elevada ingestéo destes alimentos altamente energéticos.

Durante a ARS o pH do riumen € deprimido durante varias horas por dia,
devido ao acumulo de acidos graxos volateis e insuficientes tampdes ruminais
(PLAIZIER et al., 2009). Um animal esta com ARS quando o pH do liquido ruminal
estiver abaixo de 6,0 ap6s quatro horas da alimentacdo (PLAIZIER, 2004). Ja
STONE (2004), considera que ARS ocorre quando o pH do rumen esta igual ou
abaixo de 5,6 por um periodo maior que 3 horas por dia.

A ocorréncia da ARS pode acarretar na diminuicdo da ingesta de matéria
seca (IMS), reducado do percentual de gordura no leite, diarréia, laminite, abscessos
hepaticos, além da producéo de endotoxinas bacterianas e inflamacao caracterizada
por aumento de proteinas de fase aguda (PLAIZIER et al., 2009). A baixa do pH do
rimen também pode diminuir o aproveitamento do selénio ingerido, sendo que
apenas 54% deste mineral é absorvido em condi¢fes fisiolégicas (ORTOLANI,
2002). O Selénio aléem de eliminar os peroxidos intracelulares, através da enzima
glutation peroxidase (GSH-Px), constatou-se também em ovinos jovens que a sua
suplementacdo aumenta o nimero de protozoarios ruminais (MIHALIKOVA, 2005).
Quando ocorre deficiéncia de selénio a atividade da enzima GSH-Px fica reduzida,
observando-se aumento dos niveis de enzimas indicadoras de danos musculares,
principalmente aspartato amino transferase (AST) e creatina quinase (CK)
(GONZALEZ & SILVA, 2006).
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Vérias tentativas vém sendo utilizadas para permitir que animais se alimentem
com altas quantidades de carboidratos, sem que ocorra 0 comprometimento da flora
ruminal. Uma alternativa € a utilizacdo de ionéforos, dentre eles a monensina soédica,
gue age inibindo o crescimento de bactérias Gram Positivas, como Streptococcus
bovis, produtora de lactato, que é um dos acidos responsaveis pela acidose clinica
(RANGEL et al., 2008). Os ionéforos modificam a producdo de acidos graxos
volateis (AGV) no rumen, por meio da diminuicAo da proporcdo molar de
acetato:butirato, da producdo de gas metano e do aumento na producdo de
propionato (RANGEL et al 2008) .

Uma opcdo em substituicdo ao uso de antibidticos em sistemas de producao
€ a utilizagdo de probidticos. Segundo WALLACE (1994) as leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) removem 0 oxigénio que chega ao rumen através do
alimento e da saliva, proporcionando aumento no namero de bactérias celuloliticas
viaveis. Desta forma, o pH do fluido ruminal torna-se mais estavel, a metanogénese
e a proporcdo de acidos graxos volateis sédo alteradas e a concentracdo de &cido
lactico diminui (QUEIROZ et al., 2004). Ha varios estudos abordando a utilizagédo de
probidticos nas dietas, proporcionando o incremento na produgéo leite e no ganho
de peso em bovinos de corte. Este aumento no desempenho produtivo é atribuido
ao equilibrio da flora ruminal, favorecendo as bactérias celuloliticas e as
consumidoras de lactato, promovendo um aumento na digestdo das fibras e o
aumento de proteina microbiana no riumen, o que € benéfico aos animais em
sistemas de confinamento que possuem sua dieta rica em grédos (BEAUCHEMIN et
al., 2003). Outro aspecto de extrema relevancia € o fato de os probioticos serem
microorganismos Vvivos, tendo a vantagem de eliminar o risco de resisténcia
microbiana aos antibioticos, além de ndo deixarem residuo na carne, sendo
importante no que diz respeito a alimentacédo humana (SANTOS, 2004).

A maioria dos trabalhos relata casos de acidose sub-clinica em bovinos, mas
esta enfermidade pode acometer a espécie ovina, além destes animais servirem
como modelo experimental para os ruminantes (MIKEL et al., 2004).

O diagnoéstico da ARS se torna dificil por seus sinais clinicos, por muitas
vezes passarem despercebidos, geralmente observado em rebanhos, e néo
individualmente. Para diagnéstico individual e do rebanho, deve-se levar em
consideracao além do pH do fluido ruminal e da redug¢@o do nimero de protozoarios,

a diminuicdo dos niveis de gordura no leite, reducdo do pH da urina e aumento de
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fosfatos inorganicos na urina, considerando-se a associagdo destes achados com o
histérico do rebanho (ENEMARK, 2009). Utiliza-se também como auxilio de
diagnostico de doencas de producdo (ARS) a andlise dos perfis metabolicos. Este
permite estabelecer, por meio de analises sanguineas de um grupo representativo
de animais de um rebanho, seu grau de adequacao nas principais vias metabdlicas
(WITTWER, 2000). O perfil metabadlico dos animais permite a avaliagdo da eficiéncia
dos sistemas de alimentacdo, fornecendo o estudo e diagnéstico de distarbios
nutricionais por meio da avaliacdo de metabolitos e da comparacdo dos resultados
com valores referenciais populacionais (GONZALEZ et al., 2000). Com a
determinacdo do perfil metabdlico e da funcionalidade ruminal, podem-se avaliar
alterac6es de ordem clinica e também subclinicas, que comprometem os indices de
produtividade dos sistemas (GONZALEZ et al., 2000).

4.2 Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no Hospital de Clinicas Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas — Brasil, durante o0 més de agosto de 2008. Foram
utilizados 36 ovinos sem raca definida (SRD), sendo sete ovinos machos e 29
fémeas. Todos os animais tinham em média 12 meses de idade (x 4meses), peso
médio de 31 = 8 kg e condicdo corporal de 2,5 + 0,5 (escala de 1 a 5, RUSSEL,
1991).

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais e permaneceram
confinados em baias (6 ovinos em cada) com dimensdes 2,00 x 3,5 m, com acesso
livre & agua e recebendo dieta a base de feno de tifton (Cynodon sp., fibra
detergente neutra 77,35%, fibra detergente acida 59,78%, extrato etéreo 1,26%,
proteina bruta 7,96%), concentrado (fibra bruta 13,9%, extrato etéreo 5,68%,
proteina bruta 14,8%).

A dieta béasica de todos os grupos se diferenciava pelo seu suplemento, pois o
concentrado (Irgovino Premium® - IRGOVEL - Indistria Riograndense de Oleos
Vegetais Ltda., Brasil) e volumoso eram fornecidos na mesma quantidade por
tratamento (350 gramas de matéria seca de concentrado e 1650 gramas de matéria
seca de feno de tifton) durante o periodo de adaptacdo alimentar (21 dias). Os

tratamentos utilizados foram: grupo CO: controle, apenas a dieta basica (n=6); grupo



22

CS: com adicdo de 1,5 g/ animal/ dia Sel-Plex® (selénio organico, Sel-Plex-Alltech®
Lexington, United States); grupo CM: 11 ppm/ kg matéria seca da dieta de
monensina sédica (Rumensin 100® - Elanco Animal Health, St. Louis, United States);
grupo CSM: 11ppm/kg matéria seca da dieta de monensina sédica, juntamente com
1,5 g/ animal/ dia de Sel-Plex®; grupo CY: 3 g/ animal/ dia de Yea-Sacc® (Alltech®
Lexington, United States), que € um produto a base de Saccharomyces cerevisiae e
grupo CSY: 3 g/ animal/dia de Yea-Sacc® e ainda 1,5g/ animal/ dia de Sel-Plex®. Os
suplementos de todos os grupos foram pesados em uma balanca de preciséo
(Bioprecisa®) e misturados ao concentrado antes de seu fornecimento aos animais.

AplOs o periodo de adaptacdo os ovinos foram submetidos a 2 dias de
restricdo ao concentrado e volumoso, recebendo apenas o suplemento diluido em
agua destilada e fornecido aos animais individualmente por uma seringa, via oral.
ApOs esse periodo, 0os animais passaram por 4 dias de inducdo de ARS, com livre
acesso a fracdo concentrada da dieta, recebendo no primeiro arracoamento do dia,
0s suplementos de cada tratamento. Nos trés dias subseqlentes ao periodo de
indugdo, os animais retornavam a dieta do periodo de adaptacdo recebendo os
respectivos suplementos de acordo com cada tratamento (periodo de recuperacéo).

Foram realizadas 4 coletas diarias de liquido ruminal no periodo de inducao
(8, 12, 16 e 19 h) e 1 por dia no periodo de recuperacdo (12 h). A coleta era
realizada por sondagem oro-ruminal e as amostras rapidamente coadas, para a
retirada de residuos alimentares; apés o pH foi aferido através de um Peagbmetro
pHmetro An 2000 microprocessado Analion® (Analion Aparelhos e Sensores
Industria e Comércio - Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, o fluido foi filtrado com
gaze dobrada 4 vezes, para a obtencédo de 5 ml de amostra, destinada a contagem
de protozoérios (Adaptada de DEHORITY, 1977).

A coleta de sangue foi realizada 1 vez ao dia no ultimo dia de adaptacdo da
dieta, nos quatro dias de inducao e nos trés dias de recuperacdo. As amostras foram
divididas em dois frascos: frasco 1: EDTA 10% e inibidor de via glicolitica (KF 12%)
na proporcdo de 12 e 16 uL mL™ de sangue, respectivamente; frasco 2: apenas o
sangue. Imediatamente, as amostras foram centrifugadas a 1800 X g durante 15 min
e divididas em dois tubos tipo eppendorff, previamente identificados, dos quais um
foi congelado a -18°C e o outro resfriado a + 4°C.

A quantificacdo dos metabolitos sanguineos foi realizada baseada em

meétodos colorimétricos. As variaveis aspartato amino transferase (AST), calcio,
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cloretos, fosforo, gama glutaril transferase (GGT), glicose, desidrogenase lactica
(LDH) e magnésio foram realizadas com kits Labtest® (Labtest Diagnéstica S. A.,
Minas Gerais, Brasil). As andlises de Soédio (Human GmbH® Wiesbaden,
Deutschland ) e Potassio (Doles® ~ Doles Reagentes e Equipamentos para
Laboratérios Ltda., Goias - Brasil) também foram realizadas pelo método
colorimétrico. Para a leitura das amostras utilizou-se um espectrofotdmetro de luz
visivel FEMTO 700 Plus® (Femto Ind. Com. Instrumentos LTDA - S&o Paulo, Brasil).

4. 2.1 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Todas
analises estatisticas foram realizadas no programa SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary,
United States). Os dados foram analisados como medidas repetidas por ovelha
usando o ajuste de Conmpound Symmetry, quando o tratamento, coleta ou interacao
coleta tratamento foi significativo (p<0,05). Comparacbes ponto a ponto foram

realizadas através do teste de Tukey-Kramer.

4.3 Resultados e Discussdes

Os resultados dos valores médios e os efeitos dos tratamentos sobre o pH
do fluido ruminal em ovinos induzidos a acidose ruminal sub-clinica (ARS), estéo

demonstrados na tabela 2.

Tabela 2: Médias do pH do fluido ruminal por grupo durante o periodo de inducéo de

acidose ruminal sub-clinica.

R _ Medias dos Grupos
Parametro Ruminal

CO CS CM CSM CY CSYy

pH 5,98° 585% 572 568" 5,66° 5,74%°

Médias com diferentes letras na mesma linha indicam diferenca estatistica p<0,05.

CO= controle

CS= adigéo de 1,5 g de Sel-Plex® por animal

CM= 11 ppm/ Kg de MS ingerida de monensina sodica

CSM= 1,5 g de Sel-Plex® e 11 ppm/ Kg de MS de monensina sédica
CY= 3g de Yea-Sacc® por animal

CSY=1,5 g de Sel-Plex® e 3g de Yea-Sacc® por animal
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Ao avaliarmos a interacdo entre 0S grupos experimentais e os dias das
coletas, ndo foram observadas diferencas (p>0,05) quanto aos parametros ruminais
analisados. No entanto constatou-se diferengas (p<0,05) entre os dias de coletas e
os valores médios do pH do fluido ruminal entre 0os grupos experimentais. Além
disso, averiguou-se que as medias deste parametro diferiram (p<0,05) entre os
tratamentos (Tabela 1), sendo estes valores de pH ruminal distribuidos dentro dos
limites consideraveis para a ocorréncia da ARS (pH abaixo de 6,0, conforme
PLAIZIER, 2004).

Os resultados demonstraram que ovinos suplementados com dietas contendo
probidticos (grupos CY E CSY) e dietas contendo monensina (grupo CM e CSM)
apresentaram valores de pH do fluido ruminal abaixo dos observados nos ovinos do
grupo controle (CO), durante a inducdo a ARS, demonstrando que estes
suplementos ndo foram eficazes no controle desta alteracdo ruminal. Ainda,
destaca-se a escassez de estudos avaliando o uso destes suplementos em animais
com ARS, havendo somente avaliagdo em animais com acidose clinica. Em animais
sadios, estudos realizados por MUTSVANGWA et al. (1992), relataram resultados
semelhantes ao do presente trabalho, demonstrando reducdo do pH do fluido
ruminal em bezerros suplementados com probioticos. No entanto, WILLIAMS (1991),
observou valores de pH ruminal maiores em animais suplementados com
Saccharomyces cerevisiae em comparagdo a animais recebendo dieta controle. Ja
NUSSIO et al. (2003), reportaram que os valores médios de pH ruminal ndo diferiram
(p>0,05) entre animais suplementados com e sem monensina, sendo que estes
resultados se equivalem aos nossos achados.

Na tabela 3 estdo representados, durante os dias de coletas, os valores
médios e o erro padrdo da média do pH, da populacdo de protozoérios e dos niveis

de cloretos no fluido ruminal de ovinos submetidos a indugéo de ARS.
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Tabela 3: Valores médios e o erro padrao da média do pH, da populacao total de
protozoarios e dos niveis de cloretos no fluido ruminal durante os dias de inducéo de

acidose ruminal sub-clinica.

Parametros Dias de Coletas
ruminais 1 2 3 4
pH 5,53+ 0,07° 5,8 £ 0,062 5,88 + 0,06% 5,84 £ 0,042
Protozoarios/ml  40500,95+2742,58% 29019,29+2400,69° 19616,43+4811,71° 34189,86+6445,93"
Cloretos(mEq/L) 25,37+ 0,78° 22,6 +1,75° 19,67+ 0,68° 14,04 + 076°

Médias com diferentes letras na mesma linha indicam diferenca estatistica
p<0,005.

Os valores médios demonstraram que durante os 4 dias de ARS os animais
mantiveram seu pH ruminal abaixo de 6,0. Estes mesmos resultados foram obtidos
em outro experimento realizado por nossa equipe (SCHWEGLER et al., 2008),
comprovando a eficacia do método de inducdo. Nos trés dias subsequentes
(recuperacao), o pH do fluido ruminal de todos animais dos grupos experimentais
estavam dentro dos limites fisiologico 6,2 —7,2 descritos por RADOSTITS et al.
(2002).

Em relacdo a populagéo total de protozoarios no fluido ruminal, ndo foram
observadas diferencas (P>0,05) entre os grupos experimentais. A populacéo destes
protozoarios teve reducdo no periodo de inducéo a ARS, estando este resultado de
acordo com os achados por NAGARAJA & TITGEMEYER (2007), os quais relatam
uma correlacdo negativa entre a populagéo total de protozoarios e a ocorréncia da
ARS. No entanto AKBAR et al. (1999) observaram aumento significativo na
populacdo de protozoarios no fluido ruminal de animais que foram suplementados
com dietas contendo selénio. JA WILSDORF (1984), sugere que 0s protozoarios sdo
mais resistentes as adversidades do meio quando suplementado com o mineral.
Acredita-se que o fato destes animais estarem com ARS, este efeito benéfico do
selénio levedura nédo tenha sido observado. Entretanto, o0s protozoarios
desempenham um papel de suma importancia no controle do pH do fluido ruminal,
pois estes sdo capazes de engolfar facilmente granulos de amidos em suspensao no
conteudo ruminal, sendo responsaveis por até 45% da atividade amilolitica no
rumen, e sua populagcdo aumenta significativamente em animais suplementados com

dietas que possuem um aumento progressivo da fragao concentrada (ANTUNES &
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RODRIGUEZ, 2006). O numero de protozoarios nao diferiu estatisticamente entre os
dias recuperacéao (p>0,05).

Quanto aos niveis de cloretos no fluido ruminal, estes permaneceram dentro
dos niveis fisiol6gicos (15 — 30 mmol/L), segundo BARBOSA et al. (2003). No
entanto observa-se ao decorrer dos dias de indugcdo a ARS que estes niveis de
cloretos diminuem linearmente (p<0,05). Para CAO et al. (1987), a diminuicdo da
concentragdo de cloretos ruminais em ovinos induzidos a acidose clinica, ocorre
devido ao aumento do gradiente osmastico, acarretando o sequestro de liquidos da
corrente sanguinea para o interior do rumen, causando uma diluicdo do fluido
ruminal, e reduzindo a concentracdo deste ion. Os niveis de cloretos ndo foram
avaliados durante o periodo de recuperacéo.

Dentre os parametros sanguineos avaliados (Tabela 4), os metabdlitos

apenas diferenciaram entre dias, independente do seu tratamento.

Tabela 4: Valores médios e o0 erro padrdao da média dos parametros sanguineos

durante o periodo de inducdo acidose ruminal sub-clinica

Dias de Coletas
Parametros sanguineos

0 1 2 3 4

AST (UL) 55,29+ 1,22° 59,67+ 0,81 59,08+0,93° 58,83+0,93° 61,16+ 0,89

GGT (UL) 84,95+ 2,32° 102,09+ 5,78 107,55+ 3,78 103,86+ 3,17" 110,04+ 4,572

LDH (U/L) 242,43+ 4,832 232,94+ 4,68" 242,91+2,85% 221,03+4,07° 208,25+ 3,87°

Cloretos (MEq/L) 102,09+ 0,66  82,87+2,89°  94,44+0,9°  105,3+2,66° 102,711,712
Glicose (mg/dl) 61,52+ 1,13°  65,5+1,79" 73x 1,42° 68,28+ 2,70  65,48+1,13"
Magnésio (mg/dl) 2,35+ 0,09° 2,09+ 0,04° 1,99+ 0,03° 2,54+ 0,07° 2,96+ 0,082
Potassio (mmol/L) 5,21+ 0,09 5,08+ 0,11 4,99+ 0,11 5,08+ 0,11 4,88+ 0,11

Sédio (mmol/L) 129,27+ 1,13° 131,79+ 1,37° 129,3+0,88° 122,95+ 0,71° 135,681,292
Calcio (mg/dI) 9,3+ 0,14 10,3+ 0,36° 8,58+ 1,16" 9,08+ 0,15° 9,46+ 0,16"
Foésforo (mg/di) 4,96+ 0,22° 9,36+ 0,28° 6,730,26° 6,78+0,28° 6,92+0,31°

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)

Os parametros fisiolégicos considerados para discussdo dos resultados
(Tabela 3) foram descritos por RADOSTITS et al. (2002) e GONZALEZ & SILVA

(2006).
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Os niveis de AST aumentaram durante o periodo de inducdo de ARS, mas
mantiveram-se dentro dos niveis fisiologicos (60 - 200U/L). Esta enzima é um bom
indicador de lesdes hepaticas, como também de deficiéncia de Selénio, devido a
necrose segmentar dos musculos esqueléticos causada pela deficiéncia deste
mineral (GONZALEZ & SILVA, 2006). Em casos de ARS, o aproveitamento do
selénio ingerido é diminuido devido a redugdo do pH ruminal (ORTOLANI, 2002).
Pelos niveis de AST, sugere-se que ndo ha deficiéncia de selénio, porém, para um
diagndstico mais preciso da deficiéncia deste mineral deve-se avaliar a atividade da
enzima Glutation peroxidase (GSH-Px), pois mais de 75% do selénio ingerido esta
associado a esta enzima (GONZALEZ & SILVA, 2006).

A enzima hepatica GGT aumentou significativamente durante o periodo de
inducéo de ARS, indicando comprometimento deste 6érgdo nos animais submetidos a
ARS (MENDONCGCA, 2008).

O LDH se manteve dentro dos parametros fisiologicos, e estes resultados
estdo de acordo com BEAUCHEMIN (2003), que observou a atividade desta enzima
em animais com ARS dentro dos niveis normais. Ainda, 0 autor sugere que com a
baixa do LDH sanguineo pode-se descartar os riscos da acidose clinica.

Os teores de cloretos diminuiram nos dois primeiros dias de indugédo de ARS,
permanecendo inferiores aos niveis fisiologicos (95-103 mEqg/L). O cloreto é o
elemento mais acidogénico da dieta, sendo que em excesso leva a uma acidose
metabdlica (GOMIDE et al., 2004). RADOSTITS et al. (2002), sugere que em
guadros de acidose lactica, a concentracdo de cloretos diminui, pois 0 mesmo €
sequestrado para o rimen.

Quanto aos niveis de glicose, estes aumentaram durante o periodo de
indugdo, porém mantiveram-se dentro dos parametros fisioldgicos. Em animais que
recebem altas quantidades de concentrado, ha um aumento nas propor¢cdes de
acido propionico, o qual é convertido em glicose no figado (MAAS et al. 2001),
aumentando suas concentracdes sanguineas. NOUR (1998), também encontrou
elevacdo dos niveis sanguineos de glicose apds 6 horas de inducdo a acidose
ruminal clinica, sendo que este autor utilizou a farinha de sorgo para inducéao.

Houve uma reducdo nos niveis de magnésio nos dois primeiros dias de
inducéo de ARS, sendo que apds este periodo houve uma elevacdo em seus niveis,
ultrapassando o limite fisiolégico. OWENS et al. (1998) sugerem que os niveis de

magnésio diminuem durante a acidose clinica, concordo com os resultados obtidos
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nos dois primeiros dias de inducdo. Ainda, a hipomagnesemia tem sérias
consequéncias em ruminantes, dentre elas a reducdo da mobilizacdo das reservas
de célcio (GONZALEZ & SILVA, 2006).

As concentragfes de potassio ndo foram alteradas em nenhum dos dias da
inducao, mantendo-se dentro dos parametros fisiologicos. Porém, os niveis de sédio
sanguineo estavam abaixo do fisioldgico antes do periodo de inducéo, e seus niveis
variaram durante os dias de indugao, mas se mantiveram levemente inferiores aos
niveis fisiolégicos. BROWN et al. (2000) comenta que o potassio e 0 sédio diminuem
em casos de acidose clinica, o que nao foi observado quanto aos niveis de potassio
em animais submetidos a ARS neste estudo. O potassio juntamente com o0 sodio
exercem varias fun¢des no organismo, dentre elas a manutengéo no equilibrio cido-
basico e da pressdo osmotica das células (GONZALEZ & SILVA, 2006).

Pouco se sabe a respeito dos minerais sanguineos em animais com acidose
ruminal sub-clinica, mas observa-se que o célcio tem um aumento significativo no
primeiro dia de ARS e que o fésforo duplicou seus niveis no primeiro dia e
permaneceu elevado nos demais, quando comparado ao dia sem indugdo. FURLL
(1994 apud ENEMARK, 2009) se baseou nos niveis de célcio e fosforo para
diagnostico de acidose clinica, pois estes se apresentam com niveis elevados.
Ainda, o fosforo no ruminante tem uma importante funcdo no sistema de
tamponamento ruminal. Este atua através de seus altos niveis na saliva, auxiliando
na manutencdo do pH 6timo do ramen (GONZALEZ & SILVA, 2006). Ja
RADOSTITS et al. (2002) comenta que a acidose lactica pode levar a uma
hipocalcemia temporaria, devido a ma absorgéo temporaria, e ainda eleva os niveis
de fosfato sérico devido a uma faléncia renal.

A Tabela 5 mostra 0s niveis sanguineos nos trés dias subsequentes a

inducao de ARS, chamado de periodo de recuperacéo.
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Tabela 5: Valores médios e o erro padrédo da média dos parametros metabolicos de

ovinos apos o periodo de inducao de acidose ruminal sub-clinica

Parametro metabélico

Dias de Coletas

0 R1 R2 R3
AST (U/L) 55,29+ 1,22° 55,03+ 1,19° 62,39+ 1,22 61,8+ 0,812
GGT (UL) 84,95+ 2,32" 115,6+ 2,432 104,94+ 3,87° 104,2145,1%
LDH (U/L) 242,43+ 4,832 223,17+ 5,07° 207,1745,67° 227,87+4,16°
Cloretos (MEg/L) 102,09+ 0,662 87,83+ 1,66° 101,32+ 2,552 94,02+ 3,16"
Glicose (mg/dl) 61,52+ 1,13 59,89+ 0,83° 65,51+ 1,21° 68,7+ 1,06
Magnésio (mg/dl) 2,35+ 0,09 2,41+ 0,05 2,11+ 0,06° 2,7+ 0,08°
Potassio (mmol/L) 5,21+ 0,09 5,05+ 0,13 5,04+ 0,11 5,28+ 0,13
Sédio (mmol/L) 129,27+ 1,13° 132,08+ 0,99% 127,23+ 1,91° 126,02+ 1,48°
Calcio (mg/dl) 9,3+ 0,14% 8,33+ 0,14° 8,92+ 0,17° 8,11+ 0,09°
Fosforo (mg/dl) 4,96+ 0,22° 5,75+ 0,27" 7,59+ 0,29° 5,05+ 0,14°

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05).

Observa-se na Tabela 5 que mesmo trés dias apos o final da inducdo de ARS
0S animais apresentavam sua enzimas hepaticas elevadas. A AST nao ultrapassou
os limites fisioldgicos para a espécie, mas a GGT permaneceu acima do
recomendado. Os niveis de LDH apesar das diferencas estatisticas se mostram
inferiores ao limite fisiologico, assim como descrito anteriormente, descartando a
hipotese de acidose clinica.

Os teores de cloretos foram reduzidos apenas no primeiro dia ap6s o término
de inducdo de ARS, apds permanecendo dentro do limites considerados fisioldgicos.

As concentracdes de glicose, assim como no periodo de inducéo
permaneceram levemente elevadas até trés dias apds do término do periodo de
inducao de ARS.

Os niveis de magnésio nos dias de recuperacdo permaneceram dentro
fisiologico, apesar das diferengas estatisticas entre eles. O Potassio assim como
durante o periodo de indugcéo a ARS n&o alterou seus niveis sanguineos.

O sdédio reduziu suas concentracdes a partir do segundo dia de recuperacao,
e as concentracdes de sodio de todos os dias do experimento estiveram levemente
abaixo do fisiolégico. O calcio ja no primeiro dia de recuperacdo diminuiu suas

concentracdes, se mantendo inferior a coleta controle.
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As concentracdes de fésforo, por dois dias ap0s o termino do periodo de
indugdo se mantiveram elevados, sendo superior a coleta controle, assim como
durante a ARS.

4.4 Conclusao

Os suplementos monensina sodica e Saccharomyces cerevisiae propostos no
experimento nao influenciaram nos parametro ruminais e metabdlicos de ovelhas
induzidas a ARS. Ainda, em animais com ARS a populacdo de protozoarios ruminais
fica comprometida, bem como ha alteragdo nas concentracdes de minerais
sanguineos, mas pouco se sabe como a ARS causa estas alteracbes metabdlicas.

Mais pesquisas devem ser realizados para entender os mecanismos da ARS
a nivel sanguineo, devido a importancia econdmica que esta patologia traz,

causando grandes prejuizos em sistemas de produgéo.
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