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RESUMO

O &cido butirico é retratado na literatura como aditivo principalmente na forma de
butirato de sédio e outros sais com diversos efeitos em animais ruminantes jovens,
porém ja estabelecido em animais monogastricos. A Tributirina aparece como trés
moléculas de acido butirico esterilizado em uma molécula de glicerol. Este triglicerideo
tem sido associado a melhoras no desempenho de animais ruminantes jovens e na
funcdo imunomoduladora entre o poés-natal e pds-desmame, contudo, ainda é
necessario compreender este aditivo na fase de engorda e seus efeitos sobre a
qualidade da carne. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar se o triglicerideo
Tributirina impacta no desempenho zootécnico, saude, ambiente ruminal e qualidade
de carne de cordeiros. Utilizou-se 12 cordeiros, no qual o grupo controle recebeu uma
dieta basal e o grupo tratamento recebeu dieta basal mais 0,02 kg de Tributirina
misturado ao concentrado. O fornecimento de Tributirina n&o influenciou no
desempenho animal. Em nosso estudo a adicao de Tributirina na dieta dos cordeiros
obteve efeitos mais evidentes sobre a funcéo imunoldgica, status oxidativo e perfil de
acidos graxos na carne. A contagem de leucécitos e linfocitos foi maior em animais
tratados com Tributirina comparado aos animais do grupo controle, pois o butirato atua
como elo entre a microbiota e o sistema imunolégico com papel ativo nas reacdes
imunes Animais do tratamento com Tributirina tiveram maiores concentracdes de
adenilato quinase e piruvato quinase nos tecidos figado e intestino, enquanto o
glutationa s-transferase do figado foi aumentado também sob efeito da Tributirina
havendo possivel desequilibrio na compensacéo energética. A atividade bacteriana
no fluido ruminal foi maior com aumento do quantitativo de protozoarios em animais
tratados com Tributirina comparados aos animais do grupo controle. Nao foram
observadas diferencas para as caracteristicas de rendimento de carne, caracteristicas
fisicas e quimicas, exceto pela capacidade de retencédo de agua (CRA). Houve uma
reducdo dos acidos graxos saturados e aumento dos monoinsaturados no grupo
Tratamento. Concluimos que neste trabalho, a Tributirina contribuiu para um cenario
pré-inflamatério em conjunto com alta demanda energética para gasto no metabolismo

antioxidante.

Palavras-chave: Cordeiros; Nutricdo de ovinos; Aditivos; Tributirina; Lacaune.



ABSTRACT

Butyric acid is portrayed in the literature as an additive mainly in the form of sodium
butyrate and other salts with adverse effects on young ruminant animals, but already
established in monogastric animals. Tributyrin appears as a prodrug of butyric acid
sterilized in a glycerol molecule. This triglyceride has been associated with
improvements in the performance of young ruminant animals and immunomodulatory
function between postnatal and post-weaning, however, it is still necessary to
understand this additive in the fattening phase and meat quality. Thus, the objective of
this study was to evaluate whether the triglyceride Tributyrin impacts the zootechnical
performance, health, rumen environment and meat quality of lambs. 12 lambs were
used where the control group received a basal diet and the treatment group received
a basal diet plus 0.02 kg of Tributyrin mixed with the concentrate. No direct
contributions of the additive negatively or positively to performance were observed. In
our study, the addition of Tributyrin to the lambs' diet had more evident effects on
immune function, oxidative status and fatty acid profile in the meat. The leukocyte and
lymphocyte count was higher in animals treated with Tributyrin compared to animals
in the control group, as butyrate acts as a link between the microbiota and the immune
system with an active role in innate reactions. Animals treated with Tributyrin had
concentrations of AK and PK in liver and intestine tissues, while liver GGT was also
increased under the effect of Tributyrin, resulting in a possible imbalance in energy
compensation. Bacterial activity in ruminal fluid was higher with an increase in the
number of protozoa in animals treated with Tributyrin compared to animals in the
control group. No differences were observed for meat yield characteristics, physical
and chemical characteristics, except for water retention capacity (WHC). There was a
reduction in saturated fatty acids (SFA) and an increase in monounsaturated fatty acids
(MFAI). We conclude that in this work, Tributyrin contributed to a pro-inflammatory
scenario together with high energy demand for expenditure on antioxidant metabolism,

indicating possible overload or reduction in liver functionality.

Keywords: Lamb; Sheep nutrition; Additions; Tributyrin; Lacaune.
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1 INTRODUCAO

O acido butirico é retratado na literatura como aditivo principalmente na
forma de butirato de sédio e outros sais (Na, K, Mg e Ca) (Araujo et al., 2016).
Quando se trata da sua funcéo na estimulagéo do desenvolvimento ruminal ele
serve como uma fonte de energia chave para as células epiteliais ruminais e
estimulacdo da expressdo génica na proliferacdo de células epiteliais e
maturacdo ruminal (Sakata e Tamato, 1978; Kowalski et al., 2015; Murayama et
al., 2023) e, finalmente, reducéo da apoptose (Guo et al., 2021).

Em experimentos, quando usado ovinos suplementados com butirato
exdgeno descobriram funcdes estomacais com potencial de melhorar o
desenvolvimento do ramen, omaso e abomaso (Gorka et al. 2018), melhorar
ganho de peso no periodo de aleitamento (Cavani et al, 2015) e estimular
bactérias produtoras de AGCC de bezerros (Liu et al., 2022).

Apesar destes multiplos beneficios sugerirem que o acido butirico possui
bom potencial para ser amplamente adicionado a dieta com o objetivo de
melhorar a saude e o desempenho dos animais ruminantes, suas caracteristicas
implicam no uso de tecnologias de encapsulamento para formacao de matrizes
de glicerideos; em sua forma pura, o butirato possui odor desagradavel,
comportamento volatil e instavel ao ambiente (Bedford & Gong, 2018). Para
superar isso, moléculas de acido butirico sédo esterificadas como mono-, di- e
tributirato (Figura 1). Comparada ao acido butirico e seus sais, a Tributirina (TB)
€ mais estavel e com menor odor, assim permitndor uma liberacdo mais lenta,
para atingir o TGl inferior, e anular a possibilidade de rejeicdo ao consumo por
parte dos animais.

A Tributirina abrange complexa interagéao entre dieta, microbiota intestinal,
metabolismo energético e imunidade (Den Besten et al., 2013; Bedford & Gong,
2018, Alarcon et al., 2018). Nos ultimos anos, tem atraido muita atencdo sendo
amplamente utilizada como aditivo alimentar em dietas para melhorar a saude e
o desempenho de ruminantes, pois, ela pode ser metabolizada em trés
moléculas livres de acido butirico no trato gastrointestinal (TGI) dos animais. Em

ovelhas adultas da raca Han, a suplementacdo dietética com Tributirina
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demonstrou melhorar o crescimento microbiano ruminal e os metabdlitos,
resultando assim em maior atividade da bacterias fibrolitica e utilizacdo de
nutrientes dietéticos (Ren et al., 2018). Sob mecanismos da imunidade, o butirato
participa do recrutamento de moléculas da imunidade inata (Carreta et al., 2016;
Kasubuchi et al., 2015; Masmeijer et al., 2020). Para bezerros leiteiros pré-
desmamados Gorka al., (2018) e Liu W et al. (2021) mostraram que a Tributirina
adicionada ao substituto do leite poderia promover o desenvolvimento intestinal
através do aumento da barreira intestinal e da atenuacdo da resposta
inflamatéria.

Na pratica, o uso da Tributirina € consolidada na producédo de suinos
(Murray et al., 2018; Sotira et al., 2020), aves (Kovanda et al. 2019; Giacomini et
al. 2022) e organismos aquaticos (Liang et al., 2021; Palma et al., 2022; He et
al., 2022), pois demonstrou-se potente promotor de crescimento e funcdes
antibioticas efetivas.No entanto, efeito da suplementacdo de Tributirina em
ovinos foi investigado por um numero limitado de estudos com resultados
contrastantes. Em cordeiros recém desmamados Li Y. et al, (2018), ofertando na
dieta basal diferentes aditivos de mono-, di- e tri-gliceréis, atribuiram a Tributirina
papel positivo na degradacédo da fibra ruminal que, aliado a outros ésteres de
glicerol, aumentou o desempenho zootécnico no ganho médio diario, sem efeito
no microbioma ruminal. Por outro lado, Watanabe et al., (2021) avaliando
diferentes doses de Tributirina protegida ou ndo protegida ndo observaram
contribuicdo do aditivo no crescimento, peso final, ganho médio diario (GMD),
propor¢cdo ganho: racdo, rendimento de carcaca quente e rendimento de
carcaca.

Nossa hipotese € que além do desenvolvimento pés-natal e poés
desmame, a Tributirina possui um bom potencial para melhorar ganhos
zootécnicos semelhantes no periodo de engorda com efeito imunomodulador e
alteragcbes na qualidade da carne. Portanto, para avaliar este potencial, o
presente experimento foi conduzido com objetivo de determinar se a Tributirina
(TB) para cordeiros Lacaune tem efeitos de desempenho no confinamento,

parametros bioquimicos e enziméticos, na carcaga e qualidade da carne para



17

fornecer um estudo cientifico que auxilie na compreensdo e utilizacdo da

Tributirina como aditivo alimentar na dieta de pequenos ruminantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PANORAMA ATUAL DA OVINOCULTURA DE CORTE NO SUL DO
BRASIL

O Brasil comporta um rebanho de aproximadamente 20.537.474 milhdes
de ovinos, distribuidos nas diferentes regides do pais, sendo que a regido
Nordeste possui maior rebanho, seguida da regido Sul (FAO, 2021). Os estados
da regido Sul possuem caracteristicas em comum na producédo de ovinos, de
modo que, podemos observar que a maioria das propriedades possuem entre 5
a 50 hectares, demonstrando pertencerem a agricultura familiar (IBGE, 2019). O
que é favoravel para a cadeia produtiva da ovinocultura, tendo em vista que a
produtividade esta mais ligada a tecnificacdo e desenvolvimento de um sistema
de alta produtividade, do que as grandes propriedades com nimero elevado de
animais (Maciel et al., 2019).

Santa Catarina se posiciona como 3° maior rebanho da regido Sul do
Brasil com 342.460 cabecas, representando 1,6 %, ficando atras dos estados do
Parana (2,8%) e do Rio Grande do Sul (14,3%). O rebanho ovino catarinense
apresentou maiores taxas de crescimento entre 2019 e 2020, variagao positiva
de 8,8% (IBGE, 2020).

Tomando uma analise externa do ambiente, quando comparado ao
Nordeste, a regido Sul possui menor nimero de estabelecimentos de agricultura
familiar na atividade pecuaria, densidade e proporcdo de animais por habitante
(IBGE, 2017). Porém, ainda assim, é fato interessante que o Sul obteve maior
valor da produgéo, com mais de R$ 2,59 milhdes de reais em 2017, enquanto a
regido Nordeste teve pouco mais que R$ 977 mil reais, considerando aqueles
estabelecimentos com producao no periodo em que foram levantados os dados
do Censo Agropecuéario 2017 (IBGE, 2017). E possivel que, esta notdria
diferenca seja pela organizacdo dos pequenos e meédios produtores em
programas associativos.

O Rio Grande do Sul, por sua vez, destaca-se na regido Sul do pais devido
ao seu territorio historicamente atrelado a criacdo/producéo da espécie ovina.

Com destaque atual para a regido oeste dos campos sulinos, caracterizada pelos
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campos finos e maiores extensdes de terra, predominando assim a producéo
ovina em sistemas extensivos (Bettencour et al., 2020).

Até poucos anos, sob dominio de pecuaristas familiares — o cenario
assemelha-se ao verificado jA& no século XIX, a principal finalidade da
ovinocultura no Rio Grande do Sul era de subsisténcia e troca de animais, sendo
apenas 26% dedicados a préaticas comerciais da criacdo ovina — cria, recria e
engorda. Sendo a bovinocultura a principal atividade econdémica, de maneira
que, muitas vezes, 0s ovinos eram criados de forma secundaria. Isso refletia que
36% do efetivo do rebanho ovino galdcho se encontrava em propriedades de até
200 hectares. Atualmente, a fronteira oeste do estado se mantém como principal
produtora de ovinos, participando em 39% do rebanho gaucho (IBGE, 2016).

No Parana, as associacfes de produtores representam valioso instrumento
de fortalecimento da atividade econdmica e social, tornando a ovinocultura mais
competitiva, assumindo, desta forma, um carater cada vez mais profissional e
intensivo (Ramos et al., 2014). Este modelo possibilita que individuos isolados
e, por isso mesmo, com menos condi¢cdes de enfrentar o mercado, possam
aumentar sua competitividade, diluirem riscos e tornar a atividade como
alternativa, evitando caracteristicas de monoculturas, uma vez que, a estrutura
fundiaria e perfil econdmico no Sul do Brasil ndo sdo compativeis com este meio
de exploracéo (Debortoli et al., 2017).

A ovinocultura da carne sofre alguns desafios organizacionais e de
orientacdo técnica que entravam o desenvolvimento adequado da atividade:
heterogeneidade de animais vivos para o abate, ocorréncia de abate nas
propriedades, informalidades de comércio e propagandas que desmotivam seu
consumo mesmo diante dos diversos modos de criacédo (Maciel et al., 2019). O
senso do IBGE 2019, demonstra alta atividade comercial diretamente nas
propriedades, problema comum em todos os estados da regido Sul e em todos
o0s estagios da cadeia na criagdo—comercializacdo, abate e processamento, que
dificulta a organizagéo legal e economicamente viavel para produtores e
frigorificos.

Com base na atual estrutura produtiva, e considerando as mudancas na

configuracéo do setor apds a década de 1990 — auge do “boom” da crise da la —
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h& indicios de uma reorientacdo da ovinocultura na regido Sul, voltando-se para
producdo de carne ovina. Corroborando esse aspecto, Ramos et al., (2014) e
Maciel (2019) indicaram tendéncias positivas para a articulagdo dos SAGs
(Sistemas Agroindustriais) da carne ovina, pois, diversos agentes de
desenvolvimento vém atuando no sentido de explanar e conjecturar mercados
para esta atividade pecuaria familiar. A exemplo de trabalhos conjuntos entre
organizacdes corporativas, instituicoes de ensino, pesquisa e extensao, e outros
orgaos publicos e privados que elaboram politicas publicas direcionadas a
categoria e formulacdo de estratégias e tomada de decisbes para 0s
ovinocultores. No mesmo sentido, esforcos de articulacdo dos atores envolvidos
na ovinocultura regional, como encontros, seminarios, exposicoes, leildes e
simpdsios, centrados na elevacdo da competitividade do setor sédo observados
com maior intensidade.

Ramos et al., (2014) e Maciel et al., (2019) enfatizaram que, para tanto, é
necessario o desenvolvimento de medidas de incentivo ao abate formal de
animais jovens, incluindo o desenvolvimento de técnicas de manejo, producdo
rural e industrial mais eficiente, para tornar a comercializagéo dos produtos mais
competitiva. Pois, em linhas gerais, a sustentabilidade do agronegécio da
ovinocultura de corte vivencia um ambiente de grandes possibilidades

competitiva, porém, alta instabilidade.

2.2 MANEJO NUTRICIONAL DE CORDEIROS DE CORTE EM
CONFINAMENTO

Paralela a terminacdo de cordeiros em sistema mais extensivo de
producdo, em que abate dos animais ocorre em idade mais avancada, a
terminacdo em confinamento obtém carne de animais jovens com tendéncia a
ser mais macia (Paulino et al., 2013). Neste cenario de criagédo, geralmente, ha
maior representatividade de propriedade que tem ointuito de ofertar dietas
balanceadas na fase de terminacdo, de forma que o animal aplique reduzida
selecdo ao alimento e esteja menos sujeito a efeitos de sazonalidades no

consumo, quando comparadas a praticas extensivas (Bettencour et al., 2020).
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Inclusive, € um sistema que permite incorporacao de aditivos na alimentagcéo de
forma mais controlada (Beegle et al., 2000).

O tipo de sistema de criacao/producédo confinada pode ser utilizado com
eficiéncia na alimentagdo de cordeiros na fase de cria, tendo acelerada
terminagcdo com boa funcionalidade tanto em propriedades com dupla aptidao,
aguelas que destinam machos da cadeia leiteira para fins de abate, quanto em
propriedades que adquirem animais ja desmamados com o0 mesmo objetivo
(Alves et al.,, 2020). Nestes sistemas, o0 abate pode ser uma alternativa
zootécnica eficiente para producado de carne ovina de qualidade e padronizagéo
das carcacas. O confinamento € uma via quando diz respeito a fatores como
velocidade de acabamento, conversdo alimentar e valorizacdo dos ovinos em
funcéo da proporgéo dos componentes corporais da carcaga, bem como garante
a regularidade da oferta de carne durante todo o ano (Osoério et al., 2002; Poli et
al., 2008).

Avaliando aspectos econdmicos, Barros et al. (2009), relataram reducéo
da idade e maior valor agregado a carcaca no preco de nivelamento para cobrir
o custo total de producéo quando avaliados cordeiros confinados desmamamos
aos 60 dias, tendo em vista que a terminacdo de ovinos em confinamento
apresenta elevado custo de producdo. A importancia da eficiéncia alimentar é
estudada sob perspectiva econbmica, pois, a ingestao residual e o ganho de
peso corporal sdo positivamente correlacionados com o ganho médio diario e
taxa de crescimento relativo. Animais eficientes possuem maior relacéo
consumo residual X ganho de peso corporal, estes apresentaram desempenho
satisfatorio e melhores resultados econdmicos (Lima et al, 2017).

O sistema de terminagdo em confinamento (20% volumoso e 80% de
concentrado) influenciou o desempenho animal e a qualidade da carne de
cordeiros mesticos Texel X Santa Inés quando comparados a animais criados
extensivamente. O peso de abate (35 kg) foi alcancado aos 159 dias,
proporcionando melhores ganhos no desmame (90 dias) ao abate, melhor
rendimento e compacidade de carcaca e, por fim, qualidade de carne mais macia
(Gallo et al., 2019).
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Melhorias na eficiéncia alimentar sdo comumente observadas quando
animais ruminantes sao alimentados com dietas hiper concentradas em
comparacao a dietas de alto volumoso (Paulino et al., 2013). Esta € alternativa
tecnologica possivel de ser adotada, porém, deve ser motivo de cautela em
dietas com alta proporcao de ingredientes concentrados. Por isso, € mais seguro
0 uso de um teor minimo de fibra capaz de estimular a mastigacao e ruminacéo
mesmo gque pequenos ruminantes sejam mais receptivos a dietas com baixo teor
de fibras. Racao concentrada com no minimo 15% de fibra em detergente neutro
(FDN) com base na MS foi capaz de manter boa fermentacdo e sintese de
proteina microbiana em niveis adequados, sem alteracfes nos parametros de
desempenho e caracteristicas de carcaca (Gallo et al., 2019).

Saccol et al. (2020) ao trabalharem com cordeiros machos mesticos
(Texel x lle de France) ndo castrados, conseguiram antecipar o peso de abate
proposto (35 kg). Neste trabalho, cordeiros em pasto nativo de azevém foram
terminados aos 278 dias, enquanto os cordeiros que consumiram concentrado
em confinamento levaram 77 dias para atingir 0 mesmo peso. Ainda, 0s animais
apresentaram maior ganho médio diario (GMD), melhor conversédo alimentar
(CA), melhores caracteristicas biométricas in vivo, conformacéo de carcaca, e
maior deposicdo de gordura. Bernardes et al. (2015), ao avaliarem o
desempenho de cordeiros Texel, desmamados aos 50 dias com 4 dietas de alto
gréo, observaram no alto grdo de milho melhor escore de condi¢cdo corporal
(ECC), GMD e CA, o que levou a reducdo do niamero de dias necessarios para
atingir o peso de abate (32 kg).

O fornecimento de suplemento concentrado e feno de capim-tifton 85 ad
libitum para cordeiros Santa Inés x SRD (20,58 kg), possibilitou maiores indices
de desempenho. No trabalho de Alves et al., 2020, estes animais foram melhores
no peso vivo final (PVF), GMD, peso de carcaga quente (PCQ), rendimento de
carcacga quente (RCQ) e rendimento de cortes carneos (RCC) em quilogramas,
guando comparados aos suplementos mineral, mineral com ureia e proteinado .

Tendo em vista que a propor¢ao de proteina para ruminantes jovens esta
ligada ao crescimento e deposicao de gordura, Batista et al. (2016), trabalhando

com racdo concentrada isoenergética e diferentes niveis proteicos (15, 17, 19 e
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21%) para cordeiros confinados Lacaune n&o castrados (15,8 kg inicial),
obtiveram maior rendimento de pernil e lombo, cortes considerados de maior

valor.

2.3 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA COMO ADITIVOS NA NUTRICAO
ANIMAL

O grupo de aditivos zootécnicos em sua extensdo desperta interesse
devido a ampla utilizacdo na nutricdo animal, como melhoradores de
desempenho, antibiéticos, moduladores da saude, além de reduzir os custos
com farmacos.

Os acidos graxos organicos (AGO) formam um grupo de aditivo
zootécnico que muito desperta interesse, uma vez que possuem ampla
finalidade dentro das cadeias de producao animal —na emulséo para reducao de
organismos patogénicos na carne ovina e caprina (Dubal et al., 2004; Abd Ellatif
et al., 2020) e j4 observado em aves (Thomar et al., 2006), além da funcéo de
manipulador da fermentacdo ruminal e melhoradores de desempenho do
crescimento animal (Guilloteau et al., 2010; Carro e Ungerfeld, 2015; LI et al.,
2012).

Figura 1 - Os multiplos efeitos do butirato
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Acidos organicos graxos de cadeia curta (AGCC), por exemplo, S&0 grupo
de moléculas que abrangem complexa interacdo entre dieta, microbiota
intestinal, metabolismo energético e imunidade do hospedeiro (Den Besten et
al., 2013; Bedford & Gong, 2018, Alarcon et al., 2018). S&o classificados como
de cadeia curta porque possuem de 1 a 6 carbonos e podem assumir derivados
em forma de glicerideos, incluindo mono-, di- e tri-, pois consistem em nuamero

variado de moléculas de AGCC'’s ligadas a um esqueleto de glicerol (Figura 1).

Figura 2 - Esqueletos de glicerol com variaveis moléculas de &cidos graxos de
cadeia curta.

Fonte: Adaptado de Masmeijer et al., 2020.

2.4 ACIDO GRAXO TRIBUTIRICO

O &cido butirico ou butinéico (C4HsOz2), € um AGCC de quatro carbonos
gue na sua forma pura possui odor pungente, instavel e desagradavel. Para
superar isso, diferentes fontes de acido butirico, incluindo sais de butirato (Na,
K, Mg, Ca) e glicerideos butirato (mono-, di- e tributirato) encapsulados tém sido
usados com resultados variaveis em racdes para animais de criacdo (Donovan
et al., 2016; Palma et al., 2022). Essas tecnhologias de formacao de matriz de
triglicerideos permiti uma liberacdo mais lenta para atingir o TGl inferior e anular
a possibilidade de rejeicdo ao consumo por parte dos animais.

Apesar de ser o menos abundante dos AGCC’s primarios, o butirato é
importante, pois € metabolito crucial das células epiteliais da extensédo do
intestino onde demonstrou ter efeitos benéficos, desde sua influéncia na
predomindncia da microbiota intestinal (efeito probi6tico), respostas
inflamatorias, molde e regulacao do sistema imunolégico até sua ligagdo com a

deposicao de tecidos periféricos sob varios mecanismos (Guilloteau et al., 2010).
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Posto isso, glicerdis de butirina também estao envolvidos na regulacéo de véarias
funcdes corporais sob diferentes condi¢cdes nutricionais e metabdlicas dos
animais.

A Tributirina, tributilglicerol ou esterol de butirato é composta por trés
moléculas de acido butirico esterificadas em um esqueleto de glicerol. O local de
liberacdo do produto e o uso de formas revestidas ou nao revestidas dependem
do objetivo da suplementacéo e devem ser levados em consideracdo durante a
otimizacdo da dieta. Quando ingerido oralmente como aditivo na dieta, em
condi¢cdes especificas, parece ser capaz de atuar em Orgdos periféricos
(musculo esquelético, tecido adiposo marrom, figado etc.) (Guilloteau et al.,
2010).

Para via de ganho nos tecidos periféricos e regeneracdo muscular, o
butirato alcancou interesse crescente como substancia epigenética pela inibicdo
das histonas desacetilases HDACI. Efeito este relacionado a regulacdo na
expressdo génica e proliferacdo celular da prole. A Tributirina foi potente
promotor do crescimento muscular via alteracdo da miogénese das células
satélites (Murray et al., 2018).

Para outras espécies como em suinos a Tributirina promoveu modulagéo
da microbiota e saude intestinal (HE et al., 2015) e se mostrou potente promotor
de crescimento e desempenho em leitdes (Murray et al., 2018; Sotira et al.,
2020). Em frangos houve efeito promotor de crescimento, desempenho
semelhante a antibidticos e respostas imune positivas (Giacomini et al., 2022).

A suplementacao com Tributirina melhorou o desempenho de crescimento
em peixes (Palma et al., 2022), aumentando a capacidade antioxidante,
imunoldgica e atividade anti-inflamatérias (He et al., 2022) e preveniu danos
hepaticos e intestinais (Liang et al., 2021).

Melhorar o desenvolvimento do epitélio do rimen pode levar a um melhor
desempenho animal, especialmente no inicio da vida. Quando tratamos de
animais ruminantes, mais especificamente em ensaios in vivo, sdo diversos 0s
objetivos do uso de glicerdis butirato para fins de manipulagdo do epitélio ruminal

na fase pos-natal até o pés-desmame, facilitando a transicédo para dieta soélida
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em bezerros. Pois, o0 epitélio do rimen é responsavel por funcgdes fisiologicas
fundamentais como absorcéo, transporte e metabolismo de AGCC.

Estudada como aditivo no leite pasteurizado ou sucedaneo do leite para
bezerros, a Tributirina aumentou o desempenho de crescimento, saude, alivio
do estresse oxidativo e estado inflamatério, estimulando a colonizagdo de
bactérias produtoras de AGCC’s de bezerras no pré-desmame (Liu S et al., 2022)
e modulou a dinamica da glicose e da insulina a partir dos 12 dias de idade, mas
ndo aumentou o desempenho zootécnico (Araujo et al., 2013). Sob aspectos
intestinais, sais de butirato (Na-butirato) melhorou a funcéo da barreira intestinal
e, consequentemente, melhorou o desenvolvimento intestinal e a saude (Gorka
et al., 2018; Liu et al., 2021). Em touros em crescimento sais de butirato afetou
positivamente as dimensdes das papilas ruminais, sugerindo um efeito positivo
na fermentacao ruminal e estrutura do epitélio em locais especificos do rimen
(Kowalski, Gorka, et al., 2015).

Respostas imune a suplementacdo de glicer6is de butirato surgem
atreladas a modulacéo de células imune em condicdo de suplementacdo em
campo. Além da estimulagcédo do epitélio ruminal, o butirato pode atuar como
moléculas de transducédo de sinal via receptores acoplados a proteina G no
intestino, principalmente os receptores FFARS 2.3 de 4cidos graxos livres (AGL).
Estes sdo expressos principalmente em células imunes, incluindo neutréfilos,
eosindfilos, células dendriticas e mondcitos, indicando um amplo papel nas
respostas inflamatérias e imunes (Kasubuchi et al., 2015; Li et a., 2018). Em
bovinos, estes receptores estdo presentes nas células epiteliais do rimen e nos
fagécitos, que sdo leucdcitos do sangue que protegem o corpo através da
ingestdo (fagocitose) de particulas estranhas (Masmeijer et al., 2020; Li et a.,
2018). A producédo de neutrofilos, monaocitos, macréfagos,EROs (espécie
reativas de oxigénio) e citocinas pro e anti-inflamatérias (IL-10, TNF-q, il-17A)
variaram com a dose e a duragdo da suplementacdo de mono e Tributirina
(Masmeijer et al., 2020).

Ainda na fungdo imune, o butirato foi relatado como regulador de
programas metabodlicos e transcricionais de leucécitos em desenvolvimento,

especialmente na diferenciacdo para macrofagos (Shulthess et al.,, 2019) e
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neutréfilos (Tizard lan R., 2014) o que pode contribuir para 0 aumento da
producdo de ERO dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH)-
oxidase (NOX) em que podemos observar funcdo antimicrobiana. Esta funcao
pode ser induzida mesmo na auséncia de alteracdes na producéo de citocinas
inflamatorias (Shulthess et al., 2019).

Quando utilizada em situacédo de estresse térmico em vacas leiteiras, a
Tributirina diluida na dieta basal reduziu significativamente conteudos de
aspartato aminotransferase (AST), creatinina, albumina e globulina e aliviou
sobrecarga dos rins e figado provocada pelo estresse caldrico através da
reducdo de mediadores pré- inflamatérios por linfécitos IL-6, TNF-a e IL-18 no
sangue periférico (Guo et al., 2021).

Em ovinos, também predominam os ensaios com objetivo de manipulagéo
ruminal e desempenho no crescimento. Um dos primeiros trabalhos com butirato
ocorreu de forma intraruminal, pois, ja era de conhecimento que este acido
poderia ter efeito promotor do fluxo sanguineo local, porém, em doses muito altas
como no relato de Sakata e Tamato (1978) pode causar ligeira alteracdo
inflamatdria ou danos ao tecido epitelial levando a proliferacao de tecido apenas
de forma momentanea a recuperacdo. Em cabras e vacas em lactacdo foi
observada sensibilidade a Tributirina intraruminal, causando hipoglicemia e
hipercetonemia semelhantes a condicdo cetética, aumentando concentracdes
plasmaticas de glicose, acidos graxos livres e insulina no sangue (Drackley et
al., 1989; Hamada et al., 1984).

Cavini et al. (2015) investigaram o efeito do aditivo butirato de sédio na
dieta concentrada de cordeiros no crescimento e caracteristicas do raimen na
fase de amamentacdo e desmame. Eles descobriram que a suplementacéo
aumentou significativamente o peso da carcaca quente (PCQ) e a porcentagem
de rendimento ao abate, mas sem efeito microbioma ruminal. Em ovelhas adultas
de £55 kg, o efeito da Tributirina reduziu a ingestdo de MS e aumentou a sintese
de N microbiano no ramen, imputando a Tributirina a provocacao de estimulos a
producédo de proteina microbiana e fermentacéo ruminal (Ren et al., 2018).

Em cordeiros recém desmamados Li Y. et al, (2018), ofertando na dieta

basal diferentes aditivos de mono-di e tri glicerdis, atribuiram a Tributirina papel
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positivo na degradacao da fibra ruminal que, aliado a outros ésteres de glicerol,
aumentou o desempenho zootécnico no ganho médio diario, mas sem efeito no
microbioma ruminal.

Fica evidente que o butirato, na diversidade de seus sais e moléculas de
glicerdis, esté ligado as alternativas de promotores e antibiéticos na producéo
animal de forma direta e indireta. Direta devido suas implicacfes objetivas no
microbioma ruminal e pos ruminal (TGI inferior) e indireta devido sua funcéo

imunomoduladora.
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3 ARTIGO 1: TRIBUTIRINA NA DIETA DE CORDEIROS LACAUNE:
EFEITOS NA SAUDE ANIMAL, METABOLISMO ENERGETICO,
AMBIENTE RUMINAL E CARNE

Os resultados desta dissertacdo foram apresentados na forma de artigo
submetido com a sec¢des de acordo com as orientacdes da Small Ruminant
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar se a adi¢céo de tributirina na dieta de cordeiros
impacta na saude animal, metabolismo energético, ambiente ruminal e qualidade
de carne. Utilizou-se 12 cordeiros, no qual o grupo controle recebeu uma dieta
basal e o grupo Tributirina, que recebeu dieta com o aditivo tributirina misturado
ao concentrado (2 g/dia/animal). O consumo de tributirina nessa dose nao

influenciou no desempenho de crescimento dos cordeiros, assim como no
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consumo de alimentos. A contagem de leucocitos e linfocitos foi maior em
animais alimentados com tributirina comparado ao controle. Maior atividade das
enzimas adenilato quinase e piruvato quinase no figado e intestino foi mensurada
no grupo tratamento comparado ao controle; enquanto atividade de creatina
quinase citosolica foi maior no intestino dos cordeiros alimentados com
tributirina. A atividade da glutationa s-transferase do figado foi maior nos animais
do grupo Tributirina. J& no intestino, a atividade da superoxido dismutase foi
maior, combinada a menor concentracdo de proteina carbonila no grupo
Tributirina. A atividade bacteriana no fluido ruminal foi menor quando
consumiram tributirina, diferente da contagem de protozoarios que foi maior nos
animais do grupo Tributirina comparado ao controle. A ingestao de tributirina
causou interacdo tratamento x dia, sendo verificado menores niveis de acidos
graxos de cadeia curta; no entanto, sem alterar a propor¢cdo de acidos graxos
volateis. Nao foram observadas diferencas para as caracteristicas de rendimento
de carne, caracteristicas fisicas e quimicas, exceto pela capacidade de retencao
de agua (CRA) que foi maior na carne dos animais Tributirina. Houve efeito do
tratamento para alguns acidos graxos na carne dos cordeiros, 0 que acarretou
na menor quantidade de acidos graxos saturados e maior quantidade de acidos

graxos monoinsaturados na carne dos cordeiros que consumiram tributirina.

Palavras-chave: Aditivo; Producdo animal; Tributirina; Acidos graxos

3.1 INTRODUCAO

O acido butirico é apresentado na literatura como aditivo, principalmente
na forma de butirato de sddio e outros sais (Na, K, Mg e Ca) (Araujo et al., 2016).
Quando se trata da sua funcéo na estimulagéo do desenvolvimento ruminal ele
serve como uma fonte de energia chave para as células epiteliais ruminais e
estimulacdo da expressdo génica na proliferacdo de células epiteliais e
maturacdo ruminal (Sakata e Tamato, 1978; Kowalski et al., 2015; Murayama et

al., 2023) e também na reducao da apoptose (Guo et al., 2021).
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Em experimentos, quando ovinos consumiram butirato foi verificado
funcdes estomacais com potencial de melhorar o desenvolvimento do ramen,
omaso e abomaso (Goérka et al. 2018), melhorar ganho de peso no periodo de
aleitamento (Cavani et al, 2015) e estimular bactérias produtoras de &cidos
graxos de cadeia curta de bezerros (Liu et al., 2022). Apesar destes multiplos
beneficios sugerirem que o &cido butirico possui bom potencial para ser
amplamente adicionado a dieta com a hipotese de melhorar a saude e o
desempenho dos ruminantes, suas caracteristicas implicam no uso de
tecnologias de encapsulamento para formacédo de matrizes de glicerideos; pois
em sua forma pura, o butirato possui odor desagradavel, comportamento volatil
e instavel ao ambiente (Bedford e Gong, 2018); mas para evitar esse problema,
moléculas de &cido butirico séo esterificadas como mono-, di- e tributirato.
Comparada ao acido butirico, a tributirina (TB) € mais estavel e com menor odor,
assim permitindo uma liberacdo mais lenta, para atingir o TGl inferior, e anular a
possibilidade de rejeicdo ao consumo por parte dos animais.

A tributirina abrange complexa interacéo entre dieta, microbiota intestinal,
metabolismo energético e imunidade (Den Besten et al., 2013; Bedford e Gong,
2018, Alarcon et al., 2018). Nos ultimos anos, tem atraido muita atencdo, sendo
amplamente utilizada como aditivo alimentar em dietas para melhorar a saude e
o desempenho de animais de producéo, pois, ela pode ser metabolizada em trés
moléculas livres de acido butirico no trato gastrointestinal (TGI) dos animais. Em
ovelhas adultas a adi¢cao de Tributirina demonstrou melhorar o ambiente ruminal
e 0s metabolitos, resultando assim em maior atividade da bacterias fibrolitica e
utilizacdo de nutrientes dietéticos (Ren et al.,, 2018). Sob mecanismos da
imunidade, o butirato participa do recrutamento de moléculas da imunidade inata
(Carreta et al., 2016; Kasubuchi et al., 2015; Masmeijer et al., 2020). Para
bezerros leiteiros pré-desmamados, pesquisadores demostraram que a
tributirina adicionada ao substituto do leite poderia promover o desenvolvimento
intestinal através do aumento da barreira intestinal e da atenuacéo da resposta
inflamatoria (Gorka al., 2018; Liu W et al. 2021).

Na pratica, o uso da tributirina € consolidada na produ¢éo de suinos (Murray et
al., 2018; Sotira et al., 2020), aves (Kovanda et al. 2019; Giacomini et al. 2022)
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e organismos aquéticos (Liang et al., 2021; Palma et al., 2022; He et al., 2022),
pois demonstrou-se potente promotor de crescimento e funcbes antibibticas
efetivas. No entanto, efeito da tributiina na dieta de ovinos sdo pouco
conhecidos; além disse apresentam efeitos diferentes para mesmas variaveis.
Em cordeiros recém desmamados, uma dieta basal com os aditivos de mono-,
di- e tri-glicerdis, permitiu aos pesquisadores atribuirem a tributirina papel
positivo na degradacao da fibra ruminal (Li et al., 2018), que aliado a outros
ésteres de glicerol, potencializou no ganho de peso médio diario, mesmo sem
efeito no microbioma ruminal. Por outro lado, Watanabe et al. (2021) avaliando
diferentes doses de tributirina protegida ou ndo protegida na dieta de ovinos, nédo
observaram contribuicdo do aditivo no crescimento, peso final, ganho médio
diario (GMD), proporcdo ganho: racdo, rendimento de carcaga quente e
rendimento de carcaca.

Nossa hipétese, é que a tributirina tera efeito sobre a flora e perfil de AVGs
no ambiente ruminal, assim como chegar ao intestino, onde sera usado pelos
enterdécitos, favorecendo a saude intestinal e consequentemente a sadde animal.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se a adi¢ao de tributirina na dieta de
cordeiros impacta na saude animal, metabolismo energético, ambiente ruminal

e gqualidade de carne.

3.2 MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UDESC sob o niumero 46844151222 (Anexo A).

3.21 Aditivo Tributirina

O aditivo utilizado neste estudo foi produto comercial a base de moléculas
protegidas de glicerideos de &cido butirico, Tributirina Villonat, Feedis® (Salto -
Séo Paulo, Brasil).
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3.2.2 Animais, desenho experimental e dieta

O experimento foi conduzido em Fazenda Experimental do Centro de
Educacdo Superior do Oeste da Universidade do Estado de Santa Catarina,
localizada na cidade de Guatambu (Sul do Brasil). A FECEO — UDESC situada
na latitude 27° 8’5” Sul, longitude 52° 47’ 15” W entre margo e junho de 2023.

Doze cordeiros machos castrados da raca Lacaune (2,5 + 0,5 meses de
idade e 21 + 2 kg) foram alojados em baias de 3 m? de madeira equipadas de
bebedouros e comedouros individuais com duracéo de 79 dias. A distribuicdo
das baias nos respectivos tratamentos na instalacdo foi sequencial para evitar
interferéncias ambientais. Neste periodo, todos os animais foram tratados
preventivamente com anti-helmintico Ripercol & base de 5% de Cloridrato de
Levamisol (RIPERCOL®).

A dieta basal foi formulada com exigéncias nutricionais para cordeiros em
crescimento, de acordo com NRC (2007). A alimentacéo foi fornecida duas vezes
ao dia (08:30 am e 15:30 pm) numa proporgao 75:25 para concetrado:volumoso.
A quantidade de alimentos fornecido aos animais era ajustado sempre que 0s
animais foram pesados, sendo que a TMR correspondia a 4% do peso vivo
(Tabela 1).

Tabela 1 - Ingredientes e composi¢céo quimica do concentrado da dieta

experimental.

Ingredientes (g/kg) Composicao

Milho fuba 506,00
Farelo de soja 246,00
Farelo de trigo 180,00
Ndcleo mineralt 47,00

Calcario calcitico 20,00
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Composicdo quimica? Grupos

Itens Silagem de milho Controle Tributirina
MS 34,00 89,64 89,87

MM 4,60 12,01 12,37

PB 8,78 22,00 22,88
FDN 25,60 14,77 14,01
FDA 13,70 6,66 6,22

EE 2,10 3,26 3,24

Célcio (min./max.) 175/245g; Fésforo (min.) 40g; Enxofre (min.) 25g; Magnésio (min.) 12g; Sédio (méx.) 100g.
Matéria Mineral (max.) 980g; Cobalto (min.) 40mg; Ferro (min.) 1.800mg; lodo (min.) 80mg; Manganés (min.)
1.400mg; Selénio (min.) 12mg; Zinco (min.) 4.000mg; Vit. A (min.) 300.000 Ul; Vit. D3 (min.) 60.000 Ul; Vit.

E (min.) 600 UI; FlGor (max.) 600mg; Monensina Sédica (600mg).

2MS (matéria seca), MM (matéria mineral), PB (proteina bruta), FDN (fibra em detergente neutro), FDA (fibra em
detergente acido), EE (extrato etério).

2Concentrado basal — usado em todos os grupos. A composi¢cdo quimica do concentrado dos dois grupos foi
igual;isto é, a Tributirina ndo alterou a composi¢do quimica do concentrado consumido pelos cordeiros.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: 6 animais
receberam a racdo concentrada contendo 2 g/dia/animal do aditivo tributirina,
enguanto outros 6 animais receberam racdo concentrada sem o aditivo. Essa
dose de tributirina adicionado ao concentrado durante sua producao foi calculado
com base na informacg&o de consumo de concentrado/dia. Amostras de silagem
de milho e concentrado foram coletadas para determinacdo da composicao
quimica para matéria seca (MS); proteina bruta (PB); extrato etéreo (EE) e cinzas
acordo com a AOAC (2000) (Tabela 1). Quanto as concentracfes de fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram pelo método
de Van Soest et al. (1991).

A partir do registro da oferta e recusa da alimentacdo diaria foram
calculados o consumo de matéria seca (CMS), conversado alimentar (ganho de
peso/ CMS) e eficiéncia alimentar por baia; para essas variaveis zootécnicas a
baia foi utilizada como unidade experimental. Inclusive, o aditivo foi ajustado de

acordo com este, garantindo que os animais ingerissem sempre 2 g/dia/animal.
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Primeiramente, foi fornecido o concentrado e apds o consumo deste, fornecida
a porcao volumosa (silagem de milho) com intuito de garantir maximo consumo

do aditivo.

3.2.3 Desempenho zootécnico

Para avaliacdo de desempenho, além da pesagem para verificar o ganho
de peso e o ganho de peso médio diario em cinco momentos em balanca digital
(dias 1, 15, 35, 45 e 70), foi realizado no mesmo dia, avaliagdes biométricas in
vivo com auxilio de fita métrica para altura de posterior, altura de anterior,
circunferéncia toracica e comprimento corporal e escore de condi¢cdo corporal
(ECC) de acordo com Osorio (1998).

3.2.4 Perfil hematoldgico e bioquimica sérica

O sangue foi coletado nos dias 1, 15, 35, 45 e 70 dias do periodo
experimental (figura 1) por meio de puncao da veia jugular de animais em jejum
utilizando dois tipos de tubo vacuolizados: sem anticoagulante e com EDTA
como anticoagulante, transportados sob refrigeracdo e destinados ao
hemograma e bioquimica sérica.

O sangue coletado sem anticoagulante foi centrifugado a 7,000 rpm por
10 min para segregacdo do soro que foi armazenado a -20°C até a realizacédo
dos ensaios bioquimicos. Atividade sérica de AST (aspartato aminotransferase),
GGT (gama-glutamiltransferase), e niveis de proteina total, albumina, glicose,
triglicerideos e colesterol, célcio, fosforo foram medidos por um analisador
modelo Zybio EXC-200 utilizando kits comerciais (Analisa®, Belo Horizonte,
Brasil) seguindo as recomendacdes do fabricante. Os niveis de globulina foram
obtidos pela formula: (proteina total — albumina).

No sangue armazenado com EDTA foi realizado hemograma dentro de 2
horas ap0s a coleta da amostra. A contagem de eritrdcitos, total de leucdcitos, e
diferencial leucocitario, percentagem de hematocrito e a concentracdo de
hemoglobina foram medidos usando um analisador hematoldgico automatico (3
parts EQUIP VET 3000°).
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3.25 Parametros ruminais

Foi coletado fluido ruminal (50 mL) apds 2 horas da alimentacdo no
periodo da manha nos dias 1, 35 e 70 através de canula oro-ruminal de silicone
conectada a uma bomba a vacuo. Metade do fluido (25 mL) foi filtrado e
direcionado a avaliacdes de pH utilizando-se um potencidmetro digital portatil
(TESTO 205°®) e afericdo da atividade funcional da microbiota ruminal por meio
da prova de reducao do azul de metileno (solugéo 0,05%), descrita por Dirksen
e Breitner (1993). A determinacéo do tempo de reducédo do azul de metileno foi
realizada de acordo com os métodos de Rosemberger (1993). Desta porcao
filtrada 2 mL foi direcionado a determinacéo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) acético, propidnico, butirico, valérico e isovalérico utilizando-se
cromatografo a gas equipado com detector de ionizacdo de chama (GC-FID;
Varian Star 3600, Palo Alto, EUA) e amostrador automatico (Varian 8200CX,
Palo Alto, EUA) e os resultados foram expressos em mmol L-1 de cada AGCC
no fluido ruminal.

Uma aliquota nao filtrada foi utilizada no processo de contagem de
protozoarios utilizando-se camara de Sedgewick Rafte, onde em uma gota de
diluicdo (101 é contabilizada microestruturas de protozoarios com objetiva de
40x pela metodologia adaptada de Burk A. Derority (1984).

3.2.6 Abate e coleta de amostras

Concluida a fase de confinamento (79 dias), os doze cordeiros foram
mantidos em jejum por 12 horas e entdo transportados ao frigorifico para abate
seguindo as normas locais. ApOs sangria, esfola e evisceracao dos animais foi
realizada coleta de tecido no figado, jejuno e musculo Longissimus thoracis (LT)

para as analises descritas a seguir.
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3.2.7 Metabolismo energetico e status oxidativo no figado e

intestino

O intestino foi lavado em tampé&o SET (sacarose 0,32 M, EGTA 1 mM,
Tris-HCI 10 mM, pH 7,4) e homogeneizado no mesmo tampao SET (1:10 p/v)
com um Potter homogeneizador de tecido de vidro Elvehjem. O homogeneizado
foi centrifugado a 800x g durante 10 min a 4°C. Uma aliquota do sobrenadante
foi utilizada para avaliar a atividade de adenina quinase (AK); o pellet foi
descartado e o sobrenadante foi novamente centrifugado a 10.000x g por 15 min
a 4°C. O sobrenadante contendo citosol foi coletado para determinacdo da
atividade PK (piruvato quinase) e CK (creatina quinase) citosolica. O sedimento,
contendo mitocdndrias, foi lavado duas vezes com o mesmo tampao SET e
depois ressuspenso em Trizma 100 mM e tampédo MgS04 15 mM (pH 7,5) para
avaliar a atividade de CK mitocondrial.

A atividade intestinal da CK foi conduzida com base no método
colorimétrico de Hughes (1962), que estima os niveis de creatina no
comprimento de onda de 540 nm, conforme relatado detalhadamente por
Baldissera et al (2017) e os resultados foram expressos como nmol de creatina
formada/min/mg de proteina. A atividade AK do intestino e do figado foi medida
com um ensaio enzimatico acoplado com hexoquinase (HK) e glicose 6-fosfato
desidrogenase, de acordo com Dzeja (1999) e detalhado por Baldissera et al.
(2017). A atividade foi expressa em pmol de ATP formado/min/mg de proteina.
A atividade PK intestino e figado foi avaliada de acordo com o protocolo
estabelecido por Leong et al. (1981) e publicado em detalhes por Baldissera et
al. (2017). A atividade foi expressa em pumol de piruvato formado/min/mg de
proteina.

A deteccao da peroxidacao lipidica sérica foi realizada por método indireto
e foi expresso como substancia reativa ao acido tiobarbiturico sérico (TBARS)
de acordo com a metodologia descrita por Jentzsch et al. (1996). A atividade da
glutationa S-transferase (GST) sérica foi medida utilizando a técnica descrita por
Habig et al. (1974). Os resultados foram expressos como pumol CDNB/min/mg de
proteina.
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A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo
com o principio da auto-oxidacao do pirogalol, que inibe a presenca de SOD. A
variacdo da densidade Optica foi determinada cineticamente durante 2 min a 420
nm, em intervalos de 10s, conforme metodologia descrita por Beutler (1984). A
atividade de SOD foi expressa como U SOD/mg de proteina.

3.2.8 Caracteristicas da carcaca e qualidade da carne

A afericdo do pH com pHmetro portétil equipado com eletrodo penetrante
(Testo® modelo 205) nos lombos (Longissimus thoracis (LT)) das carcacas logo
apos finalizada evisceracdo; e em seguida realizada pesagem individual dos
componentes carcaca em balanca digital. Estas foram resfriadas a 4 °C por 24 h
para obter o peso da carcaca fria (PCF); na carcaca fria, também foi aferido pH.
Os rendimentos de carcaca quente e fria foram calculados expressando o peso
da carcaca quente (PCQ) e PCF como uma porcentagem do peso corporal vazio
(PCV), sendo (PCVZ = PC de abate — [PCQ OU PCF * 100]). Posteriormente, as
carcacas foram nervuradas na 122 e a 132 para obtencdo do muasculo LT e
armazenada a -18°C até o periodo de analise de composi¢ao quimica e perfil de

acidos graxos da carne.

3.2.8.1 Cor e capacidade de retencao de agua

O musculo LT foi usado para avaliar as caracteristicas de qualidade da
carne imediata a chegada no laboratério. A analise de cor foi realizada por
espectrofotdometro portatii modelo CM-25d (Konika Minolta®) colocado na
superficie do musculo para registrar luminosidade (L*), vermelhiddo (a*) e
amarelo (b*). Todas as medi¢Oes da qualidade da carne foram feitas em triplicata
para cada cordeiro.

Para capacidade de retencao de agua (CRA), um pedaco circular de carne
(0,05 kg) de musculo LT foi pesada em balanca de precisdo e submetida a
método absortivo rapido de compressédo externa, onde a carne é prensada entre

dois filtros de papel e carregada com um bloco de 2 kg por 5 minutos como
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detalhado por Honikel (2004). O valor CRA foi expresso como porcentagem da

seguinte forma: CRA (%) = (Peso final — peso inicial) x 100.

3.2.8.2 Composigéo quimica e perfil de acidos graxos

As amostras dos musculos LT foram descongeladas para detalhamento
da composicdo quimica da carne obtidas através de um Espectrdmetro de
Reflectancia Infravermelho Préximo (NIRS), modelo Spectra Star 2600 XT series
of Near Infrared Analyzers (Unity Scientific®).

Para perfil de &cidos graxos, extracdo de gordura intramuscular, metilacéo
e andlise do perfil de acidos graxos nas amostras de LT foram realizadas de
acordo com Bligh e Dyer (1959) como se segue: em um tubo de polipropileno de
15 mL foi adicionado 1,5 g de musculo moido, 0,5 mL de agua destilada, 5 mL
de metanol e 2,5 mL de cloroférmio para sofrer agitacdo mecanica por 1h e 30
minutos, assim formando solugcdo homogénea. A seguir, 2,5 mL de cloroformio
e 2,5 mL de solucao de sulfato de sddio (Na2S0a4) a 1,5% foram adicionados para
promover solucédo bifasica e sofrer agitacdo mecanica por 30 mimutos, logo apés
foi centrifugada por 10 minutos a 2.000 rpm. Os lipidios presentes na fase inferior
da solucdo foram submetidos a quantificacdo de gordura por método
gravimétrico e andlise de acidos graxos. Para gordura, 2,5 mL da solu¢éo obtida
foi colocada em cadinho e submetida a estufa por 45 minutos a 105°C,
posteriormente o cadinho foi pesado para quantificacdo da gordura apés
evaporacao do cloroférmio.

A metilacdo de acidos graxos (AG) foi a partir de solucdo previamente
obtida utilizando método quantitativo de Hartman e Lago (1973). Em um tubo de
vidro com tampa foi adicionada 0,8 mL de solu¢cdo em 1 mL de KOH 0,4 M em
metanol, mantida em banho-maria a 100°C por 10 minutos e resfriado em
temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 3 mL de H2SOs4 1 M em
metanol e novamente mantidas em banho-maria a 100°C por 10 minutos. Apos
resfriamento, foi adicionado 2 mL de hexano, agitado por 2 minutos em vortex e
centrifugado a 2000 rpm por 10 min. Por fim, 1 uL do hexano com os ésteres

metilicos de acidos graxos (FAME) foi submetido a analise cromatografica.
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Para caracterizacdo dos FAME, foi utilizado cromatdgrafo gasoso modelo
TRACE 1310 equipado com um detector de ionizacdo de chama (Thermo
Scientific) com hidrogénio usando como gas de arraste a um fluxo constante de
1,5m mL/min. Um microlitro de amostra foi injetado em um injetor split-splitless,
operado no modo split de proporcéao 1:10 a 250 °C.

A separacao dos FAME foi usando uma coluna de cromatografia RT 2560
(100 m x 0,25 mm x 0,20 um de filme de espessura, Restek, EUA). A
temperatura inicial do forno foi programada em 100°C por 5 min e aumentada
para 180 °C, a uma taxa de 8 °C/min. Em seguida, aumentando para 210°C, a
uma taxa de 4°C/min, e finalmente até 240°C, aumentando 20°C/min, e
mantendo por 20 min em isotérmico. A temperatura do detector foi mantida
constante em 250 °C.

Os valores de &cidos graxos foram expressos em porcentagem (%)
determinada pela comparacéo da quantidade total de acidos graxos do padréo
auténtico (MIX-37, Sigma Aldrich, St. Lois, MO). Foram calculadas as
porcentagens de acidos graxos saturados (AGS), acidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e acidos graxos poliinsaturados (AGPI).

3.2.8.3 Cor e capacidade de retencao de agua

O mausculo LT foi usado para avaliar as caracteristicas de qualidade da
carne imediata a chegada no laboratério. A analise de cor foi realizada por
espectrofotdometro portatii modelo CM-25d (Konika Minolta®) colocado na
superficie do musculo para registrar luminosidade (L*), vermelhiddo (a*) e
amarelo (b*). Todas as medi¢Bes da qualidade da carne foram feitas em triplicata

para cada cordeiro.

Para capacidade de retencéo de agua (CRA), um pedaco circular de carne
(0,05 kg) de musculo LT foi pesada em balanca de precisédo e submetida a
meétodo absortivo rapido de compresséao externa, onde a carne € prensada entre
dois filtros de papel e carregada com um bloco de 2 kg por 5 minutos como
detalhado por Honikel (2004). O valor CRA foi expresso como porcentagem da

seguinte forma: CRA (%) = (Peso final — peso inicial) x 100.
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3.2.8.4 Composicao quimica e perfil de acidos graxos

As amostras dos musculos LT foram descongeladas para detalhamento
da composi¢cdo quimica da carne obtidas através de um Espectrdmetro de
Reflectancia Infravermelho Proximo (NIRS), modelo Spectra Star 2600 XT series
of Near Infrared Analyzers (Unity Scientific®).

Para perfil de acidos graxos, extracdo de gordura intramuscular, metilagéo
e andlise do perfil de acidos graxos nas amostras de LT foram realizadas de
acordo com Bligh e Dyer (1959) como se segue: em um tubo de polipropileno de
15 mL foi adicionado 1,5 g de musculo moido, 0,5 mL de agua destilada, 5 mL
de metanol e 2,5 mL de cloroférmio para sofrer agitacdo mecénica por 1h e 30
minutos, assim formando solu¢cdo homogénea. A seguir, 2,5 mL de cloroférmio
e 2,5 mL de solucéo de sulfato de sddio (Na2S04) a 1,5% foram adicionados para
promover solucao bifasica e sofrer agitacdo mecanica por 30 mimutos, logo apés
foi centrifugada por 10 minutos a 2.000 rpm. Os lipidios presentes na fase inferior
da solugcdo foram submetidos a quantificacdo de gordura por método
gravimétrico e analise de acidos graxos. Para gordura, 2,5 mL da solucao obtida
foi colocada em cadinho e submetida a estufa por 45 minutos a 105°C,
posteriormente o cadinho foi pesado para quantificacdo da gordura apds
evaporacao do cloroférmio.

A metilacdo de acidos graxos (AG) foi a partir de solucdo previamente
obtida utilizando método quantitativo de Hartman e Lago (1973). Em um tubo de
vidro com tampa foi adicionada 0,8 mL de solu¢cdo em 1 mL de KOH 0,4 M em
metanol, mantida em banho-maria a 100°C por 10 minutos e resfriado em
temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 3 mL de H2SOs4 1 M em
metanol e novamente mantidas em banho-maria a 100°C por 10 minutos. Apds
resfriamento, foi adicionado 2 mL de hexano, agitado por 2 minutos em vortex e
centrifugado a 2000 rpm por 10 min. Por fim, 1 pyL do hexano com os ésteres
metilicos de acidos graxos (FAME) foi submetido a analise cromatogréfica.

Para caracterizacdo dos FAME, foi utilizado cromatdgrafo gasoso modelo

TRACE 1310 equipado com um detector de ionizacdo de chama (Thermo
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Scientific) com hidrogénio usando como gas de arraste a um fluxo constante de
1,5m mL/min. Um microlitro de amostra foi injetado em um injetor split-splitless,
operado no modo split de proporcéao 1:10 a 250 °C.

A separagdo dos FAME foi usando uma coluna de cromatografia RT 2560
(100 m x 0,25 mm x 0,20 ym de filme de espessura, Restek, EUA). A
temperatura inicial do forno foi programada em 100°C por 5 min e aumentada
para 180 °C, a uma taxa de 8 °C/min. Em seguida, aumentando para 210°C, a
uma taxa de 4°C/min, e finalmente até 240°C, aumentando 20°C/min, e
mantendo por 20 min em isotérmico. A temperatura do detector foi mantida
constante em 250 °C.

Os valores de &cidos graxos foram expressos em porcentagem (%)
determinada pela comparacédo da quantidade total de acidos graxos do padréao
auténtico (MIX-37, Sigma Aldrich, St. Lois, MO). Foram calculadas as
porcentagens de acidos graxos saturados (AGS), acidos graxos

monoinsaturados (AGMI) e acidos graxos poliinsaturados (AGPI).

3.2.9 Andlise estatistica

O delineamento foi no modelo inteiramente casualizado onde cada baia
foi considerada uma unidade experimental. Os dados foram testados quanto a
normalidade e homogeneidade de variancia usando os testes Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Os resultados hemograma, quantificacdo de
protozoarios no fluido ruminal e do status oxidativo de tecidos requereram
transformacado para alcancar a normalidade e homogeneidade e, em seguida,
foram retransformados para as unidades originais para descricdo. Todos 0s
dados foram analisados usando o SAS 'MIXED procedure’ (SAS Inst. Inc., Cary,
NC, EUA,; versdo 9.4), com a aproximacgao de Satterthwaite para determinar os
graus de liberdade do denominador para o teste de efeitos fixos. Dados de
desempenho de crescimento (excecao para PC) foram testados para efeitos de
tratamento fixo usando animal (tratamento) como efeito aleatério. Pesos
corporais, hemogramas e dados bioquimicos séricos foram analisados como

réplicas repetidas. Todos os dados obtidos no dia 1 para cada variavel foram
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incluidos como covaridveis em cada analise. A estrutura de covariancia
autorregressiva de primeira ordem foi selecionada de acordo com o menor
critério de informacao de Akaike. As médias foram separadas usando o método
PDIFF, que selecionou o teste t, e todos os resultados foram relatados como
médias com erros padréo. Entre os tratamentos, as diferencas foram definidas
quando P =< 0,05 e tendéncia quando P > 0,05 e < 0,10.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Desempenho do confinamento

Como demonstrado nas Tabelas 2 e 3, nenhuma diferenca entre os
tratamentos ou interacdo tratamento x dia foi encontrada nas avaliacdes
morfométricas de crescimento e desenvolvimento entre os grupos (P= 0,11).
Animais de ambos os grupos foram terminados com ECC 4, considerado 6timo.
A Tributirina ndo afetou o ganho de peso, consumo de matéria seca, conversao
e eficiéncia alimentar dos animais, da chegada a ultima pesagem (dia 1 ao dia
70) (P2 0,11).

3.3.2 Perfil hematoldgico e bioguimica sérica

Na Tabela 4 foram apresentados resultados de variaveis hematolégicas e
bioquimicas. Houve efeito do tratamento na contagem de leucdcitos (P= 0,045).
Houve efeito do tratamento (P=0,022) e tendencia de interagéo tratamento x dia
(P=0,080) para a contagem de linfocitos; sendo maior em animais Tributirina
comparado ao controle. Nao foi observado efeito do tratamento e interacao
tratamento x dia para as contagens de mondcitos, granulécitos, eritrocitos e
plaguetas, assim como para concentracdo de hemoglobina e percentagem de
hematocrito.

Houve uma tendencia de efeito de tratamento para concentracdo sérica de
glicose, sendo maior no sangue dos animais que consumiram tributirina.
Nenhum efeito foi observado para tratamento e interacdo tratamento x dia para
as demais variaveis AST, GGT, proteina total, cholesterol, albumin, globulin,
calcium e phosphorus.

3.3.3 Parametros ruminais

Resultados de biomarcadores no ambiente ruminal foi apresentado na
Tabela 5. Ndo houve efeito do tratamento para pH. Contudo, houve efeito do
tratamento para PRAMSs, sendo verificado maior tempo para consumo do azul de

metileno pelas bactérias, o que de forma indireta indica menor atividade
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microbiana no ambiente ruminal quando cordeiros consumiram tributirina, porém
sem interacao tratamento x dia para PRAMs. Houve interacao tratamento x dia
no dia 70 (P=0,50) para contagem de protozoarios no liquido ruminal, sendo

maior o numero nos cordeiros que consumiram tributirina.

Teve efeito do tratamento e interacao tratamento x dia para concentracdes
de acidos graxos curtos, sendo menor nos cordeiros que consumiram tributirina
nos dias 35 e 70 (Tabela 5). N&o verificamos efeito do tratamento para proporcao
dos &cidos graxos volateis denominados de acético, propionico, butirico, valérico

e isovalerico (Tabela 5 - P >0,05).

3.34 Metabolismo energético e status oxidativo

Na Tabela 6 foram apresentados os resultados da atividade de enzimas
do metabolismo de energia celular e status oxidativo no figado e intestino. Houve
efeito significativo do tratamento na atividade de AK do figado (P=0,05) e
intestino (P=0,01); atividade de PK do figado (P=0,01) e intestino (P=0,05).
Ambas as enzimas (AK e PK) tiveram menor atividade no figado e intestino dos
cordeiros que consumiram a tributirina comparado ao controle. No intestino.
houve efeito do tratamento para atividade da creatina quinase citosélica
(P=0,02), sendo maior no jejuno dos cordeiros do grupo Tributirina; ja a atividade
da creatina quinase mitocondrial teve tendencia (P=0,08) de ser menor no jejuno
dos animais do grupo Tributirina.

N&o teve efeito sobre a proteina carbonila no figado, mas teve no
intestino, isto €, a concentracdo desse biomarcador de oxidacdo proteica foi
menor no jejuno dos cordeiros que consumiram tributirina (Tabela 6). Houve
efeito do tratamento para atividade de glutationa S-transferase no figado
(P=0,01), sendo a maior atividade nos cordeiros do grupo Tributirina; porém sem
alteracdo dessa enzima no jejuno dos animais. Nao foi verificado efeito do
tratamento para atividade da SOD no figado; mas no intestino/jejuno a atividade
dessa enzima foi mais elevada (P = 0.01) nos cordeiros que consumiram
tributirina quando comparado aos animais controle. N&o teve efeito de

tratamento para niveis de TBARS no figado e intestino.



46

3.3.5 Carcaca e qualidade da carne

Resultados de carcacas foi apresentado na Tabela 7. Nenhuma diferenca
entre os tratamentos foi encontrada no rendimento de carcaga e pH nas carcacas
guente e fria. Entre os tratamentos, também nao foram observadas diferencas
entre grupos para as caracteristicas de cor (luminosidade, cor vermelha e cor
amarela) e composi¢éo quimica (proteina, gordura e matéria organica) da carne
(Tabela 8). Contudo, a CRA foi significativamente maior na carne de animais
alimentados com Tributirina (Tabela 8 - P=0,050).

Resultados do perfil de acidos graxos na carne foi apresentado na Tabela
9. Houve efeito do tratamento para somatdrio de acidos graxos saturados (AGS)
(P=0,046) e acidos graxos monoinsaturados (AGMI) (P=0,050), sendo menor
AGS e maior AGMI nos animais do grupo Tributirina. Foi verificado que na carne
dos animais do grupo Tributirina uma maior proporcéo de acido oleico (P=0,041)
e 6mega 3 eicosapentaenoico (P=0,042), além de uma tendéncia de maior
percentagem de acido linoléico (P=0,074). Combinado a isso, nesses animais
que consumiram tributirina tiveram menor proporcdo de acido palmitico
(P=0,001) e um tendencia de menor percentagem de acido palmitoleico
(P=0,091). As demais variaveis determinados na cromatografia ndo diferiram
entre grupos e estao presentes na Tabela 9

3.4 DISCUSSAO

A adicdo de tributirina na dieta dos cordeiros obteve efeitos mais
marcantes em células do sistema imune, status oxidativo e perfil de acidos
graxos na carne. Sendo assim precisamos compreender melhor os mecanismos
de respostas que se mostraram acentuadas nessas variaveis. Acredita-se que
acidos graxos de cadeia curta possuem estreita relacéo entre dieta, metabolismo
energeético, microbiota rumina e intestinal e imunidade do hospedeiro. De acordo
com a literatura, os acidos graxos de cadeia curta sao utilizados como energia e

sinalizacdo para as fungbes de desenvolvimento ruminal e funcéo
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imunomoduladora (Xu, 2021; Bedford & Gong, 2018; Guilloteau, 2010;
Kasubuchi, 2015). No entanto, sua utilizacdo na alimentacdo animal de
ruminantes geralmente é feita na forma protegida, o que eleva os custos do
aditivo, principalmente devido forte odor que limita consumo na forma livre dos
ruminantes. No presente estudo quando o &cido butirico na forma de tributirina,
isso ndo limitou o consumo de concentrado pelos cordeiros. Ja em outro estudo,
houve reducdo no consumo de alimentos por ovelhas adultas quando presente
o aditivo tributirina (Ren et al. 2018). Pesquisas mostram que o efeito tréfico da
tributirina exégena no sistema gastrointestinal € idade dependente em
ruminantes, isso porque o butirato estimula IGF-1 e IGF-2 em animais jovens
para o desenvolvimento ruminal, resultando em maior superficie absortiva no
rimem e melhor desempenho de crescimento (Sakata & Tamato 1978; Gorka et
al., 2018; Hilligsge 2018); o que ndo é necessario para animais adultos. Os
cordeiros do presente estudo tinham 3 meses de vida quando iniciamos a
pesquisa, embora ja adaptados a palatabilidade do concentrado e segundo
pesquisadores as diversas moléculas de butirico sdo mais efetivos nessa fase
de inicio da vida dos ruminantes (Matteo et al., 2021), tendo efeitos na absor¢éo
de nutrientes, promovendo desenvolvimento animal aos primeiros meses de
vida, porem esse efeito ndo persiste ou ndo se difere mais de animais controle
com passar do tempo (Guilloteau et al 2010; Gorka et al., 2011; Gorka et al.,
2018; Murayama 2023).

Desempenho de crescimento foi analisada nesse estudo como variaveis
complementares, pois hosso n amostral foi planejado para estudar mecanismos
e vias de atuacdo da tributirina nos cordeiros, sem diferencas entre grupos; o
que é diferente da literatura. Em pré-desmame, Liu et al. (2021) e Donglin et al.
(2023) ofertando sodio de butirina na dieta de bezerros e verificaram aumento
no desempenho de crescimento, além disso no estudo de Donglin at al. (2023)
foi observado modulagbes positivas na diversidade da microbiota intestinal. Por
outro lado, Araujo et al. (2016) utilizando 0,03 % de triburitina ou sodio de butirina
por kg de MS consumida verificaram menor peso final e GMD/CMS dos bezerros
guando comparados ao controle. Cavani et al (2015) observaram aumento no

peso final e rendimento de carcaca de cordeiros quando ofertaram 3,6 g de sodio
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de butirina por kg de MS no periodo de aleitamento, mas ndo no periodo de
engorda. Os mesmos autores relatam aumento da concentracdo plasmatica de
glicose em ambas as fases do estudo, sugerindo a melhora no metabolismo
energético, corroborando com a nossa tendéncia de maiores niveis de glicose
no sangue.

Pesquisadores que alimentaram cordeiros com monolaurato de glicerol,
um glicerideo de cadeia média, combinado a tributirina (3 g/kg MS) verificaram
alteracées no microbioma ruminal com destaque maior abundancia dos filos
Bacteroidetes e Verrucomicrobia, sendo o primeiro grupo de bactérias mais
generalista no processo de degradacéo, diferente do segundo grupo que possui
sistema enzimético para quebra de polissacarideos/fibras mais complexos; além
disso esses pesquisadores verificaram que esse aditivo foi capaz de aumentar a
digestibilidade aparente de FDN (Li Y. et al., 2022). Li Z. et al. (2023) observaram
aumento da abundancia relativa dos filos Firmicutes, Bacteroidetes e
Fibrobacteres em cordeiros que consumiram tributirina. Em nosso estudo nao
avaliamos microbiota e nem digestibilidade, mas sim a atividade bacteriana
ruminal que foi menor no liquido ruminal dos cordeiros que consumiram
tributirina, o que pode indicar efeitos antimicrobiano do glicerideo, propriedade
bioldgica ja bem conhecida. Essa menor atividade bacteriana pode ter relacao
direta com os menores niveis de &cidos graxos volateis no rimen desses
cordeiros, porém € apenas uma hipétese, que precisa ser pesquisada em
estudos futuros.

Em ovelhas adultas e in vitro, pesquisadores observaram maior atividade
de enzimas fibroliticas (kilase e carboximetil celulase), assim como maior
concentragéo de AGYV totais e menor pH ruminal na presenca de tributirina (Ren
et al. 2018). Uma classe de moléculas que atua como elo entre a microbiota e o
sistema imunolégico sdo os AGV, inclusive, possuem papel ativo nas reacdes
inatas dos bovinos (Correa et al., 2016; Carreta et al., 2016). O butirato requer a
mobilizacdo de Ca?* com determinada concentracdo no plasma para producéo
de citocinas (Carreta et al., 2016). No entanto, no presente estudo ndo houve
alteracGes nos niveis séricos de Ca?* neste trabalho, portanto, nos momentos

avaliados essa relacdo ndo foi observada. Porém, houve alteracbes em



49

biomarcadores de resposta imunolégica. De acordo com a literatura, o estimulo
gue a tributirina causa no animal € capaz de alterar a funcéo imune dos cordeiros
em especial acidos graxos livres de butirato que séo receptados por proteinas
G/ GPCR (FFA2 E FFA3) através da extenséao do tecido gastrointestinal, atuando
na expressao de células imunocompetentes, como neutrofilos, e na mobilizacao
de Ca*? em 6rgéos como figado, intestino delgado (duodeno) e rimen séo alguns
dos mecanismos conhecidos (Alarcon et al. 2018; Wang et al., 2021). Esses
efeitos diferenciais sobre as fun¢des das células imunes em varios momentos
podem ser explicados por dois mecanismos independentes (Wang et al., 2021,
Carretta et al., 2013): a) ativacao dos receptores de acidos graxos livres, FFAR2
e FFAR3 (Li et al., 2018); e b) inibicdo da histona desacetilase (HDAC) (Chang
et al., 2014). Os AGCC sao agonistas principalmente das FFA2 e recepta acidos
graxos livres com uma ordem de acordo com o comprimento da cadeia (C4 > C3
> C2), pois o comprimento da cadeia de carbono € fundamental na interacao de
acidos graxos e triglicerideos com células do sistema imunolégico (Wanten et
al., 2002). Por outro lado, 0 mecanismo na modulagéo das respostas imunitarias
do butirato esta relacionando a inibicdo HDAC que ocorre em macréfagos; e
merece ser investigado em estudo futuros para tRibutirina.

Em ambos tecidos (figado e intestino) observamos efeitos sobre o status
oxidativo, associados a alteragdo na atividade de enzimas do metabolismo de
ATP, isto €&, piruvato quinase (AK), adenilato quinase (PK) e creatina quinase
(CK). De acordo com a literatura, em condigbes similares ao presente estudo,
guando ocorre 0 aumento da atividade CK citosélica (CK-C) e consumo de ATP
fisiologico adequado, simultaneamente com atividade de CK mitocondrial (CK-
M) reduzida configura um desequilibrio na compensacéo energética (Baldissera
et al., 2017); porém nao acreditamos que esse seja 0 mecanismo, visto que €
conhecido os beneficios do acido butirico para as células intestinais, enterdcitos
e colonocitos (Ziegler et al., 2016). Sendo assim, nossa principal hipétese é que
o efeito inversamente proporcional da CK em diferentes isoformas pode
contribuir para uma comunicacao energética intracelular eficiente para manter o
equilibrio entre o consumo e a produgéo celular de ATP na tentativa de preservar

a homeostase energética, chamado mecanismo de feedback (Baldissera et al.,
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2017). Portanto, existe uma participagdo da tributirina no metabolismo energético
a nivel de jejuno, Unico fragmente usado a nossa pesquisa; e portanto, ndo
podemos descartar efeitos similares em outros segmentos do trato
gastrointestinal.

Analisando o status oxidativo intestinal e hepético verifica-se um efeito
antioxidante proporcionado pela ingestdo de tributirina. Outros estudos ja
mencionavam em suas pesquisas uma ativacdo da atividade de enzimas
antioxidantes combinada reducdo de reacfes de oxidacdo; porém o0s
mecanismos envolvidos ndo sao claro; porém acreditamos que esta relacionado
a melhora da saude animal de modo geral, principalmente pelo efeito anti-
inflamatorio proporcionado pelos glicerideos de acido butirico. Pesquisadores
forneceram butirato de sddio via leite para bezerros e verificaram que a atividade
sérica da glutationa peroxidase aumentou linearmente com o aumento dos niveis
de butirato de sodio, enquanto a concentracdo sérica de dialdeido maleico
diminuiu linearmente (Liu et al.,, 2021). Os pesquisadores também avaliar a
atividade da CAT e SOD, porém sem efeito do tratamento para ambas (Liu et al.,
2021), diferente de nosso estudo, onde a atividade da SOD intestinal foi maior
associada a uma menor oxidacao proteica nesse 0rgdo; além disso, na nossa
pesquisa observamos maior atividade da GST no figado; enzima antioxidante de
atuacao hepatica, importante no processo de desintoxicacdo do 6rgao (Allocati
et al., 2018).

Quanto as carcacas, verificamos que nossos achados se alinham com os
de Watanabe et al. (2021) que ao avaliarem diferentes doses de tributirina
protegida ou ndo protegida fornecida via alimentac&o para cordeiros, isto é, sem
efeitos sobre rendimento de carcaca quente e rendimento de carcaca final. No
entanto, no presente estudo carcacas de animais alimentados com tributirina
sofreram menos perdas no resfriamento; o que é um resultado excelente e pode
ter relacao direta a resposta antioxidante da tributirina, que leva a uma protecao
das células. Porém, isso também pode ser um efeito negativo se pensarmos que
ter perdido menos agua pode dificultar a reducdo adequada de pH, o que é
necessario para transformacéo e maturagdo do musculo. Assim como outras

variaveis, a coloragéo, composicdo quimica e perfil de acidos graxos de cordeiro
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podem ser influenciados pela nutricdo e sistema de producao (Serra et al., 2016;
Manso et al., 2016; Alshamiry et al., 2023), sendo assim muitos nutricionistas
tém usado esse conhecimento, a fim de produzir alimentos diferenciados e mais
saudaveis, como discutido a seguir.

No presente trabalho, os acidos graxos eicosapentaendico (bmega n3)
e linoleico (bmega C18:2n-6) estavam em maior propor¢cdo na carne dos
cordeiros que consumiram a tributirina; e quando somados a outros insaturados,
resultados em uma carne com maior propor¢ao de MUFA, enquanto os niveis de
SFA foram menores; tornando essa carne mais sensivel as oxida¢fes; mas
principalmente pode ser um alimento mais saudavel para humanos. Pois de
acordo com a literatura, varios fatores de risco para doencas cardiovasculares
sdo modificados de forma benéfica pelo aumento da ingestdo de AGPi, estes
incluem: pressao arterial, reatividade plaquetaria e trombose, concentracdes
plasmaticas de triacilglicerdis, funcéo vascular, arritmias cardiacas, variabilidade
da frequéncia cardiaca e inflamacéo (Calder, 2014; Ponnampalam et al., 2021).
Como os resultados de perfil de acidos graxos voléateis foi discreto no liquido
ruminal, combinado a auséncia de efeito do tratamento em biomarcadores
séricos de metabolismo lipidico, ndo conseguimos conhecer 0 mecanismo
envolvido nas mudancas do perfil de acidos graxos na carne dos cordeiros que

consumiram tributirina.

3.5 CONCLUSAO

A ingestédo de 2 gramas de tributirina/dia pelos cordeiros n&o alterou
variaveis de desempenho de crescimento, mas mudou a atividade/concentracéo
de marcadores sanguineos, de ambiente ruminal e de carne. Entres as principais
conclusdes destacamos a atividade antioxidante intestinal e hepatica, associada
regulacdo de ATP no processo de fosforilacdo. Além disso, o consumo de
tributirina aumenta a propor¢édo de acidos graxos insaturados na carne e reduz

de acidos graxos saturados
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3.6 TABELAS E FIGURAS

Tabela 2 - Desempenho zootécnico de cordeiros alimentados com Tributirina

Tratamentos
ltens __ EPM  P-valor
Controle Tributirina

Ganho de peso (kg)

Periodo de adaptacao (10 dias) 21,1 19,8 0,44 0,35
D1 25,1 23,8 0,40 0,52
D15 29,7 27,7 0,39 0,46
D35 34,8 33,2 0,40 0,78
D53 40,6 37,9 0,52 0,50
D70 47,0 44,2 0,53 0,39
Dia 1l ao 70 (periodo 21.9 204 0.30 0.47
experimental)

Ganho médio diario (GMD), 0.312 0,201 0.09 0.38
kg/day

Con_sumo de matéria seca (CMS), 1,39 1,38 015 0.93
kg/dia

Conversao alimentar (DMI/ADG), 4.45 477 026 0.80
kg/kg

Eficiéncia alimentar (ADG/DMI), 0.22 0.21 0,01 0.92

kg/kg
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Tabela 3 - Morfometria in-vivo e condi¢ao corporal de cordeiros alimentados

com Tributirina ao concentrado

Tratamentos
Variaveis

Controle  Tributirina EPM  P-valor
Condicéo corporal
Dial 3,16 3,25 0,09 0,29
Dia 15 3,08 3,16 0,07 0,54
Dia 35 3,75 3,66 0,07 0,65
Dia 53 3,91 3,91 0,07 0,98
Dia 70 4,33 4,16 0,08 0,67
Comprimento
Dial 60,0 58,6 0,54 0,47
Dia 15 62,5 62,1 0,62 0,89
Dia 35 68,3 65,6 0,71 0,35
Dia 53 68,3 67,1 0,64 0,83
Dia 70 70,5 68,8 0,76 0,70
Membro anterior
Dial 61,6 60,2 0,39 0,78
Dia 15 67,0 65,1 0,37 0,66
Dia 35 68,5 68,5 0,4 0,92
Dia 53 73,1 73,1 0,42 0,64
Dia 70 74,3 74,3 0,40 0,55
Membro posterior
Dia 1 56,0 53,3 0,51 0,48
Dia 15 57,1 58,5 0,45 0,86
Dia 35 58,1 60,3 0,52 0,77
Dia 53 61,6 62,6 0,50 0,90
Dia 70 65,3 64,6 0,54 0,88
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t((:)i:ggiréfréncia Controle  Tributirina Epy  Pvalor
Dia 1 71,1 69,3 0,68 0,48
Dia 15 73,0 73,0 0,68 0,86
Dia 35 77,5 80,3 0,69 0,77
Dia 53 81,8 82,3 0,69 0,90
Dia 70 85,1 84,5 0,70 0,88

abDentro das linhas, subscritos incomuns diferem (P < 0.05) ou tendem a diferir (P < 0.10).
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Tabela 4 - Bioquimica sérica e hemograma de cordeiros alimentados com

Tributirina misturado ao concentrado.

Variaveist Tratamentos

Controle  Tributirina EPM P-valor
Bioquimica sérica Trat. Trat. x Dia
AST (U/L) 95,59 94,02 2,659 0,930 0,912
GGT (U/L) 64,97 65,13 2,347 0,898 0,941
Prot. Total (g/dL) 6,48 6,55 0,088 0,923 0,881
fn?g/’jf_e)m' 7924 78,72 2505 0906 0,784
Glicose (mg/dL) 93,97 99,40 2,065 0,241 0,147
Albumina (g/dL) 3,36 3,35 0,056 0,953 0,932
Globulina (g/dL) 3,11 3,20 0,104 0,947 0,956
Calcio (mg/dL) 11,31 11,42 0,228 0,970 0,970
Foésforo (mg/dL) 10,60 10,58 0,303 0,962 0,947
Hemograma (/L)
Leucdcitos 7,470P 10,332 0,951 0,045 0,105
Linfocitos 5,380P 17,7272 0,316 0,022 0,080
Mondcitos 0,621 0,901 0,242 0,180 0,207
Granuldcitos 1,469 1,706 0,155 0,274 0,398
Eritrécitos 10,10 10,42 0,166 0,965 0,981
a?(;"l_c)’gl"bi”a 12,44 12,61 0,240 090 0,063
Hematdcrito 27,83 27,54 0,240 0,951 0,968
Plaquetas 282,8 239,9 20,80 0,694 0,725

abDentro das linhas, subscritos incomuns diferem (P < 0.05) ou tendem a diferir (P < 0.10).
LAST (aspartate amino-trasnferase), GGT (gamaglutamil-transferase).



56

Tabela 5 - Parametros ruminais de cordeiros alimentados com Tributirina

misturado ao concentrado.

Variaveis! Tratamentos

Controle Tributirina EPM  P-valor

Tratamento Trat x Dia

pH fluido ruminal 6,243 6,403 0,03 0,920 0,950
PRAM(s)! 92,05° 118,52 6,21 0,031 0,128
Protozoarios (n°/L) 0,253 0,050
D1 131,7 133,5 9,66
D35 100,2 136,4 9,57
D70 110,7° 131,42 4,26
AGCC (mnol/L) 0,02 0,01
D1 83.4 83.8 0.36
D35 74.12 62.8° 0.34
D70 90.52 85.1° 0.33
Acido acético (%) 59.2 59.4 0.81 0.95 0.97
Acido propionico (%) 28.4 27.7 0.34 0.96 0.92
Acido butirico (%)  8.49 8.69 0.12 0.93 0.95
Acido isovalerico (%) 1.59 1.69 0.03 0.82 0.76
Acido valérico (%)  2.23 2.42 0.06 0.88 0.71
Acetico/Propionico 2.24 2.23 0.05 0.97 0.95

!PRAM (prova de reducdo de azul de metileno).
abDentro das linhas,subscritos incomuns diferem (P < 0.05) ou tendem a diferir (P < 0.10)
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Tabela 6 - Metabolismo energético e status oxidativo do figado e intestinode

cordeiros alimentados com Tributirina misturado ao concentrado

Variaveist Tratamentos
Controle  Tributirina EPM P-valor

Figado

Adenilato quinase (AK) 9,98 7,95 0,29 0,05
Piruvato quinase (PK) 0,56 0,47 0,01 0,01
TBARS 1,85 1,82 0,24 0,92
Proteina carbonila 3,68 3,47 0,63 0,73
GST (UIL) 152 274 589 0,01
Superéxido dismutase 12,8 14,6 0,95 0,56
Jejuno

Adenilato quinase (AK) 9,29 6,35 0,42 0,01
Piruvato quinase (PK) 0,86 0,59 0,06 0,05
(CK-C) 1,85 2,50 0,07 0,02
(CK-M) 3,92 3,38 0,07 0,08
TBARS 2,64 2,25 0,13 0,43
Proteina carbonila 4,58 3,27 0,15 0,02
GST (U/L) 46,3 51,2 2,84 0,55
Superoxido dismutase 8,56 11,7 0,89 0,01

1Creatina quinase citosolica (CK-C), Creatina quinase mitocondrial (CK-M), substancias reativas
ao 4cido tiobarbitarico (TBARS), glutationa s-transferase (GST).

abDentro das linhas, subscritos incomuns diferem (P < 0.05) ou tendem a diferir (P < 0.10)
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Tabela 7- Parametros da carcaca de cordeiros alimentados com Tributirina

misturado ao concentrado

o Tratamento
Variaveis?!
Controle Tributirina EPM P-valor
PCQ (%, kg) 49,2 47,5 0,095 0,147
PCF (%, kg) 45,6 44,3 0,102 0,385
pH carcacga quente 6,88 6,86 0,090 0,951
pH carcaca fria 6,21 6,47 0,314 0,804

IPCQ (peso da carcaga quente), PCF (peso da carcaca fria).
abDentro das linhas, subscritos incomuns diferem (P < 0.05) ou tendem a diferir (P < 0.10).
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Tabela 8 - Qualidade da carne de cordeiros alimentados com Tributirina

misturado ao concentrado.

Variaveis! Tratamento

Controle Tributirina EPM P-valor
CRA (%) 84,8P 87,72 1,562 0,050
Cor
Luminosidade (L) 35,9 34,3 0,548 0,625
Cor vermelha (a) 10,8 9,35 0,420 0,502
Cor amarela (b) 9,72 8,42 0,340 0,752
Composicéao quimica (%)
Umidade 71,9 72,4 0,952 0,909
Proteina total 22,2 21,6 0,812 0,892
Gordura total 2,61 2,62 0,625 0,974

1CRA (capacidade de retencédo de agua).
abDentro das linhas subscritos incomuns diferem (P < 0.05) ou tendem a diferir (P < 0.10).



Tabela 9 - Perfil de acidos graxos da carne de cordeiros alimentados com

Tributirina misturado ao concentrado.
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Variaveis

Tratamento?
Acidos graxos (%) Controle Tributirina EPM P-valor
C10:0 (Céprico) 0,068 0,065 0,003 0,951
C12:0 (Laurico) 0,080 0,083 0,003 0,957
C14:0 (Miristico) 1,937 1,766 0,067 0,428
C14:1 (Miristoleico) 0,088 0,093 0,018 0,921
C15:0 (Pentadecanoico) 0,305 0,317 0,033 0,938
C16:0 (Palmitico) 26,1152 23,902° 0,306 0,001
C16:1 (Palmitoleico) 1,9482 1,605° 0,061 0,091
C17:0 (Heptadecandico) 1,175 1,076 0,045 0,820
C18:0 (Estearico) 15,325 15,718 0,146 0,967
C18:1n9t (Elaidico) 1,381 1,393 0,091 0,983
C18:1n9c (Oléico) 43,18° 45,022 0,350 0,041
C18:2n6c (Linoléico) 4,774b 5,2012 0,177 0,074
C20:0 (Araquidico) 0,132 0,115 0,003 0,873
C18:3n6 (?-Linolénico) 0,074 0,069 0,003 0,882
C20:1n9 (cis-11-Eicosendico) 0,100 0,113 0,002 0,904
C18:3n3 (a-Linolénico) 0,176 0,198 0,008 0,913
C21:0 (Henicosanoico) 0,300 0,279 0,012 0,856
C20:2 (cis-11,14-Eicosadiendico) 0,043 0,048 0,002 0,899
C22:0 (Behenico) 0,026 0,031 0,002 0,621
C20:3n6 (cis-8,11,14-
Eicosatriendico) 0,155 0,166 0,009 0,795
C20:4n6 (Ariquidonico) 2,459 2,566 0,122 0,823
C24:0 (Lignocerico) 0,027 0,030 0,002 0,941
C20:5n3 (cis-5,8,11,14,17-
Eicosapentaendico) 0,059P 0,0722 0,004 0,042
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C24:1n9 (Nervbnico) 0,024 0,024 0,002 0,981
C22:6n3 (cis-4,7,10,13,16,1

Docosahexaendico) 0,042 0,042 0,003 0,978
Somatério (%)*

AGS 45,492 43,38° 0,333 0,046
AGMI 46,72° 48,252 0,335 0,050
AGPI 7,782 8,363 0,332 0,510

LAGS (acidos graxos saturados), AGMN (acidos graxos monoinsaturados), AGPi (acidos graxos poli-

insaturados).

abDentro das linhas, subscritos incomuns diferem (P < 0.05) ou tendem a diferir (P < 0.10).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Cordeiros Lacaune confinados ndo demonstraram tendéncia de aumento
no ganho de peso e ganho médio diario quando alimentados com Tributirina. O
aditivo foi capaz de aumentar significativamente a concentracao de leucécitos e
linfécitos, assim como mecanismos enzimaticos de fase aguda, contribuindo de
forma negativa para o sistema imune e estado de saude dos animais. Obteve-se
uma diminuicdo na atividade bacteriana ruminal, embora, esta informacéo do
estudo ainda est4 em andlise para melhor compreenséo da producdo de AGCC
do ambiente ruminal. Ainda, houve desequilibrio na compensacéo energética.

O tratamento com Tributirina demonstrou aumento significativo na
atividade GST no figado corroborando com alta presenca de ERO e, radicais
livres e por consequéncia disso, aumentou-se a ativagcdo de sistemas
enzimaticos com eleva demanda energética, possivelmente indiciando
sobrecarga ou reducédo na funcionalidade hepatica.

Quanto a aspectos ao rendimento e qualidade de carne, a carne foi
comercializada respeitando média de rendimento aceita no mercado e foi
qualificada para consumo.

Em relacdo aos acidos graxos na carne, a Tributirina apresentou
influéncia no perfil dos acidos, embora necessitamos do perfil de acidos das
racoes basais e compreender a transformacdo destes para a composicao
muscular. Aumentou-se a concentracao de alguns acidos graxos poliinsaturados
e monoinsaturados totais. Tendo em vista a busca para melhora aspectos
saudaveis nos alimentos de origem animal, a carne € indicada ao consumo
evitando fatores de risco para doencas em humanos.

Talvez o “n” amostral tenha sido um percalco para avaliagdo dos ganhos
zootécnicos, por isso esse dado se torna complementar perante os parametros
metabdlicos decisivos/ destacados no trabalho. Com isso, podemos supor que a
Tributirina exerce seus efeitos no sistema imune, principalmente através da
expressdo de um estado inflamatorio agudo pelo aumento na producédo de

leucocitos que sd@o o tipo células requeridas para defesa em situacbes
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necessarias ao organismo juntamente com presenca de desequilibrio energético
para gasto no metabolismo antioxidante.

Estes aspectos imunoldgicos, requerem investigacdes para eliminar ainda
mais efeitos externos, além de aumentar o numero “n” amostral, deve-se mapear
a origem das células imunes, citocinas inflamatorias e o mecanismo da oxidacao,

em especial 6xido nitrico quando cordeiros forem alimentados com Tributirina.
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