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RESUMO

As condigdes de restricdo alimentar ou anorexia podem alterar o perfil metabdlico ruminal
de bovinos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar as alteracGes fisiologicas em bovinos
fistulados submetidos a jejum de até 62 horas. Foram utilizados 5 bovinos machos, com idade de 3
anos, sendo coletadas amostras de 500 ml de suco ruminal nos periodos de 2, 4, 8, 14, 26, 38, 50 e
62 ap6s a alimentacdo, durante o jejum e a realimentacdo. Apds o jejum os animais foram
alimentados normalmente, sendo feitas coletas até o periodo de restituicdo da microbiota normal do
ramen. As avaliacdes realizadas foram: pH, contagem de protozoarios, reducao do azul de metileno
e glicemia. No periodo de jejum houve uma moderada hipoglicemia (nas primeiras horas), queda na
quantidade de protozoarios, aumento do tempo de reducdo do azul de metileno e o pH foi
aumentado. A realimentacao causou rapida recuperagdo do funcionamento ruminal, com excecdo da
contagem dos protozoarios que ficou abaixo do normal. A restricdo alimentar de até 62 horas em

bovinos causou alteragcdes ruminais que levaram 74 horas para o restabelecimento dos parametros.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF FASTING ON THE RESTORATION OF RUMEN MICROBIAL

ACTIVITY IN BOVINE RUMINAL FISTULATED

The conditions of food restriction or anorexia may change the metabolic profile of bovine
rumen. This study aimed to assess the physiological changes in cattle fistulated fasted for up to 62
hours. 5 steers were used, aged 3 years and collected samples of 500 ml of ruminal fluid during
periods of 2, 4, 8, 14, 26, 38, 50 and 62 after feeding, during fasting and refeeding. After fasting the
animals were fed normally, collections being until the period of restoration of normal microbiota of
the rumen. The evaluations were: pH, protozoal counts, reduction of methylene blue and glucose.
During fasting there was a moderate hypoglycemia (within hours), fall in the number of protozoa,
prolonged reduction of methylene blue and the pH was increased. The feedback caused rapid
recovery of rumen function, except for the counting of protozoa was below normal. Dietary
restriction of up to 62 hours in cattle rumen caused changes that led to 74 hours to restore the

parameters.

Keywords: Anorexia, Fasting, Fistulated cattle, Physiology, Rumen microbial activity.



1. INTRODUCAO

A anorexia é um sintoma de origem complexa que causa a auséncia de apetite, diminuindo
assim a ingestdo de alimentos, interferindo no perfil de funcionamento do ramen, podendo mudar
totalmente fatores de extrema importancia na digestdo (pH, quantidade de bactérias e protozoarios).
Pode ser causada em bovinos por diversas formas, podendo ser por febre, dor, toxemia, intoxicacao,
traumas, inflamacoes, enfermidades nutricionais, doengas, entre outros fatores (RODOSTITS et al.,
2000). Helmintos também podem estar prejudicando o animal, ndo s6 em termos de perda de peso,
mas também pela paralisacdo do crescimento e morte da microbiota ruminal (BARGER,1982). As
infeccOes causadas por parasitas interferem no consumo de alimento do animal, conforme o grau de

severidade da infestacdo do rebanho (ARMOUR, J (1980) e ENTROCASSO et al. (1986)).

Outro fator que pode interferir e causar a anorexia no gado € a intoxicacdo por plantas, tais
como: Baccharidastrum triplinernervium (Asteraceae) conforme (LANGOHR et al., 2005);
Echinochloa polystachya (capim-mandante) e Pennisetum purpureum (capim-elefante) conforme

(MEDEIRO et al., 2003).

Para a avaliacdo ruminal podem ser utilizados animais fistulados, facilitando assim, o acesso
ao rumen, e utilizar técnicas de avaliagdo do fluido ruminal para a avaliacdo do metabolismo

ruminal (ROSEMBERGER, 1983).

O rdmen é o pré-estbmago dos ruminantes. E onde acontece a digestdo fermentativa em
conjunto com o reticulo. Os microorganismos contidos no rimen e no reticulo fazem a degradacgéo
de paredes celulares e fibras (celulose e hemicelulose), que sdo materiais invulnerdveis a atuagéo de
enzimas dos mamiferos, ocorrendo assim o processo de fermentacdo microbiana, para que haja o

aproveitamento destas (DYCE, 2004).



Dentro da massa fermentativa dos ruminantes temos Vvarios tipos de microorganismos, como
bactérias, fungos e protozoarios. A maioria desses microorganismos € anaerdbios estritos, por isso

ha interferéncia por parte da fistula utilizada para a avaliacao.

A colheita de suco ruminal para avaliacdo pode ser feita por sonda esofagiana ou por fistula
ruminal. Neste experimento utilizamos a fistula ruminal para a colheita. Tal processo exige
intervencdo cirdrgica para colocacdo da canula, 0 qué aumenta os custos do experimento e 0s
cuidados para que os animais ndo tenham problemas de saude, limitando assim o numero de

animais utilizados.

O método de colheita por sonda esofagiana viabiliza quantidades maiores de animais para
este tipo de experimento, porém o contetdo ruminal pode ser contaminado com saliva, elevando o
pH, e havendo comprometimento das andlises, gerando assim, dados irreais ( RAUN &

BURROUGHS, 1962; ORTOLANI, 1981).

Para que sejam preservadas as condi¢fes ruminais, as coletas e as analises do fluido devem
ser realizadas rapidamente, exigindo a retirada do conteido ruminal de forma criteriosa e rapida.
Essa eficiéncia na coleta diminui os efeitos externos sobre parametros como pH, temperatura, bem
como a questdo microbioldgica, onde afeta a quantidade de protozoarios presentes no fluido ruminal

(RAUN & BURROUGHS,1962; LANE et al., 1966; ORTOLANI,1981; LAVEZZO et a l., 1988).

OBJETIVO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar o tempo de recomposicéo da atividade

microbiana ruminal, acompanhando os valores de glicose, pH, tempo de reducdo do azul de
metileno, contagem de protozoarios, em bovinos fistulados submetidos a jejum e depois
realimentados, demonstrando assim o resultado de um manejo de criadores e expositores de bovinos
gue submetem esses animais a varias horas de jejum, tanto na compra, na venda, ou até mesmo em

animais levados em exposicoes.



2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), na Estacdo
Experimental Fazenda Modelo, situada na cidade de Ponta Grossa — PR, no periodo de 15 a 25 de

outubro de 2011.

Foram utilizados 5 bovinos fistulados da raca Purund, machos inteiros com 3 anos de idade,
tendo sido fistulados com 1 ano de idade, confinados em baias individuais. Os animais foram
alimentados com silagem e racdo, fornecendo 2,2% do peso vivo em matéria seca, Cujo

fornecimento ocorria duas vezes ao dia, uma as 9:00 e outra as 17:00.

Os animais foram submetidos a jejum de 62 horas, coletando 500 ml de suco ruminal durante o
periodo de jejum e realimentacdo. As técnicas utilizadas para a avaliagdo do suco ruminal foram as
sugeridas por ROSEMBERGER (1983), sendo, o pH do suco ruminal, reducéo do azul de metileno
e contagem de protozoarios. As analises do contetdo ruminal foram realizadas imediatamente apds
a coleta, pois a microbiota ruminal ndo sobrevive em aerobiose por tempo prolongado, podendo
haver alteracGes na atividade dos protozoarios e mudancas no pH. A coleta deve ser eficiente,
criteriosa e rapida para que nao haja problemas de modificaces nesses parametros (RAUN &

BURROUGHS,1962; LANE et al., 1966; ORTOLANI,1981; LAVEZZO et a l., 1988).

Em todas as coletas eram executados todos esses testes laboratoriais, sendo que no jejum foram
realizadas avaliacOes 2, 4, 8, 14, 26, 38, 50 e 62 horas ap6s a Ultima alimentagdo. Realimentando 0s
animais normalmente foram feitas as coletas 2, 4, 8, 14, 26, 38, 50, 62 e 74 horas apds a

alimentacéo, observando o retorno dos parametros normais fisioldgicos do ramen.

O pH ruminal foi realizado instantaneamente no momento da coleta onde utilizamos um

medidor de pH modelo INSTRUTHERM pH-1500, calibrado em soluc¢des conhecidas.



Para a técnica de Tempo de Redugdo do Azul de Metileno (TRAM), misturou-se 1 ml da
solugéo de azul de metileno a 0,3% em 20 ml de suco ruminal, utilizando tubo de ensaio. As
comparacgOes foram realizadas constantemente utilizando outro tubo contendo apenas suco ruminal,
sendo o testemunho para a paralisacdo do tempo 0 momento em que as duas amostras igualassem as
suas cores. Foram realizadas as cronometragens do tempo de descoloragdo a partir da adigcdo do

reagente (ROSEMBERGER, 1983).

O principio do teste € avaliar o tempo que as bactérias redutoras presentes no fluido, onde se
adicionou a solucdo de Azul de Metileno a 0,3%, levam para retornar a cor inicial

(ROSEMBERGER, 1983).

As contagens de protozoéarios foram feitas através de uma gota de suco ruminal filtrado em

gaze, inserida em uma lamina aquecida a 30°C e analisada em microscépio éptico com a lente

objetiva de aumento de 10 vezes, classificando-as em: 0 (nenhuma), + (pouca), + + (moderada),
+++ (abundante) quantidade de protozoarios no suco ruminal, conforme a densidade populacional

de protozoarios e a sua movimentagdo (GONZALEZ et al., 2000).

A mensuracdo da glicemia foi aferida antes da coleta do contetdo ruminal, sendo feita através
de glucdmetro portéatil (modelo: Bayer breeze 2 ), coletando apenas uma gota de sangue da cauda do

animal, e colocando-a em cima da fita de medicéo do aparelho.

Os resultados foram avaliados através de métodos estatisticos de Analise de Variancia e Teste
de Tukey a 5%, para a comparacdo das médias, sendo um delineamento de blocos casualizados
(DBC) com 2 Tratamentos (jejum e realimentacdo) e 5 Repeti¢bes (5 animais), através do software

PASW — statistics 18.



3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante as primeiras horas do periodo de jejum o parametro glicose teve uma decaida, das 26 as
38 horas de jejum, tendo uma retomada logo ap6s. Com o déficit energético, ha menor formacéo de
glicose pelo corpo, causando uma hipoglicemia no animal (BOUCHAT et al., 1981). Embora os
ruminantes ndo utilizem a glicose como combustivel universal para todas as células, este substrato é
fundamental para manutencdo energética das células nervosas, da musculatura, dos tecidos fetais,

da glandula maméria e para os eritrécitos (LENG, 1962), por isso foi realizada sua medicéo.

Conforme o resultado estatistico, ndo houve diferenca significativa nos periodos de avaliacdo do
experimento ( p > 0,05). Houve uma diminuicdo da glicemia nos periodos de 26 e 38 horas apos a
Gltima alimentacédo, contudo a glicemia estava préxima ao intervalo considerado normal, que seria

de 45 mg/dl a 75 mg/dl, estando com média de 44,6 mg/dl.
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- Figura 1: Curva glicémica durante o periodo de jejum e de realimentacéo.



Apbs a hipoglicemia moderada decorrente do jejum ocorrido nos animais (Figura 1), teve-se um
aumento consideravel de glicemia, de 44,6 mg/dl as 38 horas, para 58,2 mg/dl no momento 50
horas, correspondente a 28%. Os ruminantes tém a capacidade de adaptacdo a periodos de
subnutricdo, ou de restricdo alimentar, pois conseguem mobilizar com presteza substratos de suas
reservas corporais para suprir o déficit energético, utilizando primeiramente reservas de glicogénio
hepatico e posteriormente da musculatura estriada (OETZEL, 1988; HERDT , 2000). Outro fator
seria a capacidade de diminuir a taxa de metabolismo basal, diminuindo a concentracdo de

hormonios da tiredide (CHILLIARD et al., 1998).

Ap0s as primeiras horas de privacao alimentar o organismo comeca a executar protedlise nas
reservas de energias nas proteinas da musculatura esquelética, ocorrendo um catabolismo protéico,
que deve ser mantido pela diminuicdo de concentracdo plasmatica de insulina, aumentando a
secrecao de glicocorticoides (OETZEL, 1988). Os glicocorticéides sdo de extrema importancia para
varios 0rgdos e sistemas, participando da regulacdo fisioldgica e da adaptacéo as situacdes de
estresse (CUNNINGHAM, 2004), podendo assim ter sido outro motivo para o acréscimo brusco de
glicemia, 0 manejo estressante do jejum.

Uma das medi¢des mais conhecidas em relacdo a avaliacdo clinica do ridmen é o pH
(ORTOLANI, 1981). Este varia ndo s6 por condi¢fes adversas como a anorexia, mas também pela
composicao dos alimentos ingeridos, quantidade de alimento, tempo de passagem, quantidade de
saliva secretada e absorcdo de &cidos graxos volateis produzidos no rimen (ROSEMBERGER,
1983). Em relagdo a composicdo do alimento, quanto mais carboidratos contiver o alimento, maior
sera a producdo de acidos, e quanto maior for a quantidade de fibra, maior a secrecéo de saliva, que

alcaliniza e tampona o bolo alimentar.



Outros estudos mostram que 0 jejum causa um incremento no pH ruminal, devido & menor
fermentacdo ruminal, pois o animal continua absorvendo &cidos produzidos anteriormente,
assim com a secrecdo pequena e prolongada de saliva, alcalinizando o ridmen (BARTLEY,

1976).

O pH ruminal deve estar perto da neutralidade para que esteja em condi¢cdes normais,
proximo de 6,2, para que bactérias celuloliticas primarias (degradam a fibra) e a maior parte das
secundarias (usam como seu substrato os produtos finais da degradacdo feita pelas bactérias
primarias, incluindo nesse grupo propionobactérias que utilizam o lactato e produzem
propionato; e as bactérias metanogénicas que utilizam hidrogénio e produzem gas metano)
estejam ativadas e em pleno funcionamento durante a digestdo. Ja as bactérias primarias
amiloliticas sdo ativadas em condicdes acidas, com pH em torno de 5,8 (SWENSON, M.J.,

1984).

Durante o periodo de jejum houve um aumento do pH, das 2 as 62 horas de jejum, crescendo
3,34 pontos do comeco ao fim do jejum. No inicio os animais estavam na média de 5,24, e ao
término do jejum com pH de 8,59. Ao retomar a alimentacdo os animais tiveram imediata

diminuicao do pH, chegando a um pH médio de 6,17 (Figura 2).
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- Figura 2: Valores da Medicao do pH durante o periodo de Jejum e Realimentacao.

As 62 horas de jejum os animais apresentaram o pH mais alto do experimento (Tabela 1),

sendo alcalino, devido a menor producdo de acidos graxos volateis e secrecdo de saliva. A

saliva tem pH 8,1, aproximadamente, pois é rica em bicarbonato, e 36% da secrecéo de saliva

ocorre no periodo de descanso, ou seja, quando o animal ndo estd se alimentando e nem

ruminando (BARTLEY, 1976).
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- Tabela 1: Médias de pH nos tempos de Jejum e Realimentacao.

Tempos Meédias - pH
2 horas 3.24a
4 horas 358a
8 horas 5.88a
14 horas 6.25b
26 horas 6,65b
35 horas 65.281b
50 horas 6.82b
62 horas 230¢
Eealimentacio
2 horas 6.17b
4 horas 373 b
8 horas 483a
14 horas 356a
26 horas 4932
38 horas 497 a
50 horas 542 a
62 horas 344 a
74 horas 3,19 a

As 8 horas de jejum o valor do pH foi significativamente maior que 0 momento inicial (p <
0,05), tendo um acréscimo de: 1,008 as 14 horas de jejum; 1,402 as 26 horas; 1,56 as 38 horas;

e 1,572 as 50 horas. Os valores do pH somente foram iguais aos iniciais apos a alimentacao.

Depois de realizada a alimentagéo o pH reduz gradativamente, diminuindo 2,42 ap6s 2 horas

de realimentacdo, e 2,85 ap0s 4 horas de realimentagdo (Tabela 1).
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Em relagéo a atividade microbiana houve uma alteragédo no perfil ruminal, em virtude da
subita interrupcdo do fornecimento de alimento. Um dos métodos utilizados que provou a
significante diminuicdo de bactérias foi o0 Tempo de Reducdo de Azul de Metileno (TRAM),

que quanto maior o tempo para reducdo, menor a quantia de bactérias, cujo inverso também é

verdadeiro.

Tempo de Reducdo do Azul de Metileno
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- Figura 3: Linha do Tempo (m) de Reducdo do Azul de Metileno durante o periodo de

Jejum e Realimentagéo.

Quanto maior o tempo de Jejum, maior o TRAM, demonstrando que as bactérias estavam se
extinguindo dentro do rimen do animal, sendo que o tempo normal para a reducdo seria de 3 a 6
minutos. Das 2 as 38 horas de jejum o tempo de redugdo aumentou mais de 90 vezes, e ao periodo

de 62 horas de jejeum ndo houve mais reducdo, demonstrando que a quantidade de bactérias

contidas no rimen era minima.
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Com a extingdo de alimento dentro do rdmen, aumenta a quantia de oxigénio, matando as
bactérias ali presentes, pois sdo bactérias anaerdbias. Outro fator seria a toxidez do fluido ruminal —
quando ha a jungdo com o oxigénio (VAN SOEST, 1982), diminuindo a atividade microbiana

ruminal.

Os protozoarios transformam os alimentos através da fermentacdo em acidos organicos, CO2 e
hidrogénio, melhorando o aproveitamento dos alimentos ingeridos pelo animal, tornando-o mais
eficiente. Uma funcdo potencialmente importante dos protozoarios envolve a sua capacidade de
retardar a digestdo de substratos rapidamente fermentaveis, como amido e algumas proteinas

(CUNNINGHAN, 2004).

Os protozoarios ciliados sdo metabolicamente versateis e capazes de usar todos os principais
constituintes dos vegetais. Ja os protozoarios entodiniomorfideo englobam particulas de materiais,
tendo também enzimas que atacam a celulose e a hemicelulose. Enguanto os holotriquios
geralmente dependem de um polissacarideo ndo-estrutural, especialmente amido e acUcares sollveis

(SWENSON, M. J., 1984).

A menor ingestdo ou a interrupgdo do consumo de alimentos interfere negativamente no perfil
ruminal, especialmente nas avaliagdes de atividade e funcionamento da populagdo microbiana.
Durante o jejum ha queda tanto de bactérias quanto de protozoarios, principalmente os redutores,

em razdo do aumento de oxigénio dentro do rimen, uma vez que sao anaerobios.
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Como explorado no gréafico (figura 4), a quantidade de protozoérios cai bruscamente das 2
as 8 horas de jejum, diminuindo 50% da quantidade de protozoarios. Das 8 as 50 horas de jejum
temos decréscimo de 50% novamente. E das 50 horas de jejum as 8 horas da realimentacéo ha

um novo decréscimo de 33,33%, ficando minima a quantidade de protozoarios, em média 0,2.

Apenas as 8 horas de realimentagdo houve diferenca significativa em relacdo as 2 horas de
jejum (p < 0,05), pela diminuigdo excessiva dos protozoarios. Apos a realimentacdo houve lenta
recuperagdo da microbiota ruminal, devido a fermentagéo estar abaixo do padréo normal, ndo

havendo ambiente favoravel para a proliferagdo de protozoarios, diminuindo ainda até ocorre-se

fermentacdo ideal.

As 8 horas da realimentacdo, além de ser o momento com a menor contagem de

protozoarios, foi 0 menor indice de pH, estando em 4,84. Até que houvesse o aumento do pH
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ruminal, permanecia estagnado o aumento de protozoarios. Ja as 50 horas apés a realimentacéo,
onde o pH aumentou 12% (indo de 4,84 para 5,42), a quantidade de protozoarios foi ampliada

em 6 vezes.

Quando retomamos a alimentagdo, ocorreu excesso de producdo de AGV's, diminuindo o
pH. Conseqlientemente diminuindo instantaneamente a quantidade de protozoarios e bactérias,
até que seja restabelecidos parametros ideais de pH, com a regulacdo de AGV e secrecdo de
saliva, fornecendo um ambiente favoravel para crescimento e desenvolvimento da populacao

microbiana.
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4. CONCLUSAO

O jejum afeta o perfil fisiolégico do rumen, tendo havido aumento do pH, diminui¢do da
quantidade de bactérias, leve hipoglicemia nas primeiras horas de jejum e uma reducgdo drastica de
protozoarios com dificil restabelecimento ap6s a realimentagdo. A recuperagdo de animais

submetidos a periodos de jejum prolongados € lenta e gradativa.
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