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RESUMO

A nutricdo materna durante a gestacdo tem impacto potencial sobre a utilizagdo de nutrientes
pela progénie. Objetivou-se avaliar a digestibilidade total dos nutrientes em progénies de vacas
Nelore suplementadas do terco médio ao final de gestacédo, alimentadas com dietas com ou sem
gordura protegida no rumen no confinamento. Além disso, analisou-se a expressao génica de
transportadores no intestino delgado e a atividade da a-amilase. Quarenta e oito novilhos
Nelore, com idade média de 21 + 0,7 meses e 340 = 9,38 kg, foram alojados em baias
individuais e distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x
2, totalizando 12 repeticBes por tratamento, sendo: vacas sem suplementacdo (NS) ou com
suplementacdo (SUPP) do tergco médio ao final da gestacao; e dietas, sem gordura protegida no
ramen (NFAT) ou com gordura protegida (RPF- 6% de sais de calcio) durante o confinamento.
A suplementacdo das vacas (369 g de proteina bruta e 2,11 Mcal/d) teve inicio ap6s 124 + 21 d
de gestacdo. A digestibilidade total dos nutrientes foi avaliada através de coleta total de fezes.
A atividade da amilase foi analisada no tecido pancreatico utilizando kit comercial. Amostras
duodenais e jejunais foram coletadas para analisar a expressdo dos genes SLC5A1, CD36 e CCK
e a morfometria das vilosidades. Progénies de vacas ndo suplementadas e alimentadas com RPF
tiveram 0 menor consumo de matéria seca. A inclusdo de RPF diminuiu (P < 0,01) a ingestdo
de carboidratos ndo-fibrosos, proteina bruta e amido, enquanto aumentou a digestibilidade (P <
0,01) da matéria seca, matéria organica, fibra em detergente neutro, proteina bruta, extrato
etéreo, amido e nutrientes digestiveis totais. O uso de RPF reduziu o teor de amido fecal (P <
0,01) e a producao fecal (P < 0,01), mas aumentou o pH fecal (P < 0,01). A suplementacéo
materna tendeu a diminuir (P = 0,07) a altura das vilosidades no duodeno, enquanto o uso de
RPF tendeu a diminuir a profundidade da cripta (P = 0,07) no jejuno das progénies. A atividade
da amilase nédo foi afetada pela suplementacdo (P > 0,28) ou RPF (P > 0,87). A expressédo
duodenal de SLC5A1, CD36 e CCK aumentou na progénie de vacas ndo suplementadas. A
suplementacdo de vacas do terco médio ao final de gestacdo nédo altera a digestibilidade dos
nutrientes na progénie durante a terminagdo, mas reduz a expressdo de SLC5A1, CD36 e CCK
no duodeno. Novilhos alimentados com gordura protegida apresentam menor consumo no
confinamento, porém maior digestibilidade dos nutrientes.

Palavras-chave: Atividade de o-amilase pancreatica. Expressdo génica. Programacéao fetal.
Sais de calcio. Suplementacdo materna.



ABSTRACT

Maternal nutrition during pregnancy has potential impact on nutrient utilization by the
offspring. The study had the objective to evaluate total nutrient digestibility of Nellore progeny
from cows supplemented during mid to late gestation, fed diets with or without rumen-protected
fat. In addition, it was analyzed the gene expression of transporters in the small intestine, as
well as a-amylase activity. Forty-eight Nellore steers, averaging 21 + 0.7 mo and 340 + 9.38
kg, were housed in individual pens and allotted in a completely randomized design using a 2 X
2 factorial arrangement, totaling 12 replicates per treatment. The treatments were: not
supplemented dams (NS) or supplemented dams (SUPP) during mid to late gestation; and diets
without rumen-protected fat (NFAT) or with rumen-protected fat (RPF - 6% calcium salts)
during feedlot phase. Cows’ supplementation (369 g crude protein and 2.11 Mcal/d) started
after 124 + 21 d of gestation. Total nutrient digestibility was evaluated by total feces collection.
a-amylase activity was analyzed in pancreas tissue using a commercial kit. Duodenal and
jejunal samples were taken to analyze the expression of SLC5A1, CD36 and CCK mRNA genes
and villi morphometry. Progeny from not supplemented cows and fed RPF had the lowest dry
matter intake. Feeding RPF decreased (P < 0.01) the intake of non-fiber carbohydrates, crude
protein and starch, whilst increased the digestibility (P < 0.01) of dry matter, organic matter,
neutral detergent fiber, crude protein, ether extract, starch and total digestible nutrients.
Inclusion of RPF decreased starch content in feces (P < 0.01) and fecal output (P < 0.01),
whereas increased fecal pH (P < 0.01). Maternal supplementation tended to decrease (P = 0.07)
villus height of duodenum, whereas the inclusion of RPF tended to decreased crypt depth (P =
0.07) of jejunum of the progeny. Activity of a-amylase was unaffected by maternal
supplementation (P > 0.28) or RPF inclusion (P > 0.87). Duodenal expression of SLC5A1,
CD36 and CCK mRNA increased in progeny from not supplemented cows. Supplementation
of beef cows during mid to late gestation does not alter the apparent digestibility of nutrients in
the offspring during the finishing phase. However, it decreases the expression of SLC5A1,
CD36 and CCK mRNA in duodenum. Steers fed rumen-protected fat have lower intake in the
feedlot, but they have better nutrient digestibility.

Key words: Calcium salts. Fetal programming. Gene expression. Maternal supplementation.
Pancreatic a-amylase activity.



SUMARIO

PRIMEIRO CAPITULO......coouiiiieieieeceeee et 10
1. INTRODUGAO ...t ceeeeee et 10
2. REFERENCIAL TEORICO.....coooiieieieeieieeeieee e 12
2.1 Programagao fetal............ccoi i s 12
2.1.1 Efeitos da restricdo de nutrientes na progénie..........cccccceveveveerneane. 15

2.1.2 Efeitos da programacao sobre o trato gastrointestinal................... 17

2.2 Assimilacdo intestinal do amido...........ccccovviiiiiicic e 24
2.2.1 ENZIMAS PANCIEALICAS. ........evirueiiieiiisieieeeeiie et 26

2.2.2 0 -AMIilase PaNCreAtiCa.........cccccvveviiviece e 28

2.2.3 Transporte de gliCOSE. ........cviiieeieie e 29

2.3 LIPIABOS. ..ottt sttt 30
2.3.1 Vantagens e desvantagens da utilizacéo de lipideos............cccoeu.. 33

2.3.2 Suplementacdo com gordura protegida.........c..ccocveveviiieeceriesinenn, 35

2.3.3 Gordura protegida Na terminacao ...........ccoceeveereiinieeiee e 38

2.3.4 Digestao de lIPIdO0S. .....cccvveieieiiie ettt 40

3. REFERENCIAS.........ooiiieeietee ettt 45
SEGUNDO CAPTTULO. ...ttt ssssssssss st s ssnees 59

Artigo — Effects of supplementation to beef cows during mid to late gestation on
nutrient digestibility, and expression of intestinal genes of progeny fed diets with or
without high rumen-protected fat..............coooiiii i 60



10

PRIMEIRO CAPITULO

1 INTRODUCAO

Considerando a estacionalidade na producédo forrageira que ocorre no Brasil
Central e o sistema de producéo de bovinos de corte, que concentra 0 nascimento dos
bezerros para o final da estacdo seca e inicio da estacdo chuvosa, ou seja, entre agosto e
outubro (LEMOS et al., 2012), verifica-se que o terco médio e final da gestacdo das vacas
coincide com a época de menor quantidade e qualidade forrageira. Desse modo, ha grande
chance de que as matrizes sejam submetidas a restricdo nutricional caso ndo sejam
suplementadas, visto que o teor de energia e proteina no pasto caem significativamente e
ndo atingem as exigéncias nutricionais para atender a mantenca e gestacdo na sua
totalidade. Analisando esse fenémeno, surgiu o conceito da programacao fetal, que visa
compreender como 0s mecanismos metabdlicos séo alterados no feto de acordo com o
estdgio nutricional da vaca gestante, o que modificaria de forma substancial o
desenvolvimento do animal até a vida adulta (DUARTE et al., 2012).

Segundo Wu et al. (2006), algumas das complicacdes relatadas quando da
restricdo nutricional durante o periodo fetal incluem aumento da mortalidade neonatal,
disfuncdo intestinal e respiratoria, desenvolvimento pds-natal lento e aumento da
deposicédo de gordura ao abate.

As consequéncias da programacdo fetal na vida adulta em mamiferos foram
analisadas sobretudo em relacdo aos processos metabdlicos. Entretanto, alguns estudos
foram conduzidos com foco no trato gastrointestinal (TGI) como 6rgao-alvo, ja que este
pode influenciar as funcdes de todo o organismo (GUILLOTEAU et al., 2010). Os efeitos
da nutricdo durante o periodo gestacional sobre o tamanho e a funcéo do trato digestivo

podem ser considerados importantes, ja que podem influenciar a disponibilidade de
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nutrientes para a prole durante as fases pré e pos-natal. De modo geral, foi observado que
fetos ovinos e de ratos que sofreram restri¢cdo de crescimento intrauterino nascem com
intestino delgado imaturo, com menor massa e comprimento (WANG et al., 2005),
tamanho (altura e/ou largura) das vilosidades e mucosa e menor densidade e profundidade
das criptas, o que sugere menor area funcional (TRAHAIR et al., 1997; MEYER;
CATON, 2016). Por outro lado, fetos bovinos de mées restritas durante o terco médio e
final de gestacdo aparentemente tiveram melhor desenvolvimento do TGI, com maior
tamanho de vilosidades e comprimento do intestino delgado, possivelmente como um
mecanismo para estarem mais preparados para a adversidade (GIONBELLI et al., 2016;
RODRIGUES, 2018).

A exploracdo de estratégias nutricionais em confinamentos de bovinos para
atender as exigéncias nutricionais e melhorar a qualidade da carcaga e carne, de forma
concomitante, tem sido alvo de pesquisas nos ultimos anos. O uso de fontes lipidicas em
confinamento é uma estratégia que tem dois principais objetivos: aumentar a densidade
energética da dieta e reduzir o risco de acidose ruminal pela menor inclusdo de
carboidratos rapidamente fermentéveis nas dietas, visto que lipideos nao séo fermentados
no rimen (CRONJE, 2000). A acidose ruminal é um disturbio metabélico comum em
situacdes de confinamento, em que se utilizam grandes inclusdes de milho.

Dentre as diferentes fontes de lipideos nas dietas de bovinos em confinamento, os
0leos vegetais e graos de oleaginosas sdo as mais amplamente utilizadas, considerando a
proibicao de se utilizar gorduras de fonte animal na alimentagdo de ruminantes no Brasil
(MAPA, 2011). Entretanto, o metabolismo ruminal pode ser afetado negativamente pela
inclusdo de altas quantidades de fontes de lipideos insaturados, comprometendo
especialmente algumas bactérias fermentadoras de carboidratos fibrosos. Desse modo,

busca-se alternativas para que a inclusdo de lipideos ocorra sem efeitos deletérios sobre
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0S microrganismos ruminais, além do aproveitamento de uma fonte intacta a fermentacéo
ruminal. A saponificacdo de acidos graxos via formacao de sais de calcio de acidos graxos
¢ a alternativa mais usual frente a essa realidade, visto que se formam moléculas menos
hidrolisdveis no ambiente ruminal, passando em parte intactas ao intestino. A
suplementacdo de &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) pode regular a expresséo génica
no musculo (HILLER et al., 2012) e o tecido adiposo (WARNER et al., 2015) através de
mudancas nos fatores de transcricdo (WATERS et al., 2009). Embora os AGPI sejam
conhecidos por regularem positivamente a expressdao de CD36 (VAN SCHOTHORST et
al., 2009) e FABP no intestino delgado de ratos (NIOT et al., 1997) e regularem
negativamente a expressdo in vitro das proteinas intestinais de absor¢do de colesterol
(NPC1L1) em humanos (ALVARO et al., 2010), seus efeitos na expressdo génica no TGl
de bovinos ainda ndo estédo bem elucidados.

Portanto, torna-se necessario compreender como a suplementagdo lipidica para
novilhos Nelore em confinamento aliado a suplementacdo das vacas durante a gestacéo
pode influenciar o desenvolvimento do trato gastrointestinal e, consequentemente, a

digestibilidade, fator determinante num contexto de produgdo animal sustentavel.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Programacao fetal

A programacdo fetal, também denominada de programacao de desenvolvimento
ou desenvolvimento fetal programado, descreve o processo pelo qual um desafio
especifico ao organismo € imposto ao longo de determinado periodo, resultando em
alteracdes quali-quantitativas ao longo da vida (NATHANIELSZ; POSTON; TAYLOR,

2007).
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As consequéncias da nutricdo materna sobre o crescimento e desenvolvimento
durante a vida fetal tém sido estudadas em ruminantes desde a década de 1950
(GREENWOOD et al., 2010). Portanto, esta bem consolidado que tanto a sub ou sobre
nutricdo materna em diferentes periodos gestacionais é capaz de induzir a alteracfes
permanentes na estrutura, metabolismo e fisiologia da progénie (FORD et al., 2007;
SYMONDS et al., 2007; MEYER et al., 2013). Assim, verifica-se que os efeitos pos-
natais da nutricdo da vaca sobre o crescimento, produtividade e reprodugéo da progénie
afetam diretamente a indUstria animal (PENAGARICANO et al., 2014). Tendo isso em
vista, ttm-se focado no manejo das vacas e sua prole para minimizar as consequéncias de
efeitos ambientais adversos, que levam a redugdo na oferta de alimentos, a fim de
aumentar a produtividade e a eficiéncia animal (WU et al., 2006; FUNSTON et al., 2012;
DU et al., 2015).

Considerando a estacionalidade na produgdo forrageira que ocorre no Brasil
Central e o sistema de producgéo de bovinos de corte, que concentra 0 nascimento dos
bezerros para o final da estagcdo seca, ou seja, entre agosto e outubro (LEMOS et al.,
2012), verifica-se que o ter¢co médio e final da gestacdo das vacas coincide com a época
de reducdo na producdo e qualidade forrageira, assim como ocorre na producdo de
bovinos em diversas partes do mundo. Desse modo, as matrizes sdo submetidas a restrigdo
nutricional visto que principalmente o teor proteina no pasto cai significativamente, ndo
atendendo as exigéncias de gestacdo (DU et al., 2015). Além das condi¢es de baixa
qualidade forrageira, outros fatores que resultam em suprimento inadequado de nutrientes
ao feto incluem: gestacdo de novilhas, em que ha competicdo por nutrientes para atender
o rapido crescimento do feto e o desenvolvimento do préprio animal; e condi¢cfes de
estresse térmico, principalmente em situacdes de elevadas temperaturas (WU et al., 2006;

REYNOLDS et al., 2010a).
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A trajetoria de crescimento pré-natal é direta e indiretamente influenciada pelo
consumo de nutrientes da vaca desde os estagios iniciais da vida embrionaria, momento
em que as exigéncias nutricionais sdo consideradas insignificantes (MCDONALD et al.,
2010). Considerando que 75% do crescimento fetal em animais ruminantes acontece nos
altimos 60 dias de gestagdo (ROBINSON et al., 1977), os tercos inicial e médio foram
negligenciados por muito tempo (SUMMERS; FUNSTON, 2013). Porém, a adequada
nutricdo materna no terco inicial da gestacéo é essencial para permitir o desenvolvimento
fetal em plenitude, visto que eventos cruciais ocorrem nessa fase, como a diferenciagéo,
vascularizagdo, organogénese fetal e desenvolvimento placentario (FUNSTON et al.,
2010).

Em ruminantes, a placenta conecta-se a carincula uterina através de estruturas
ovais denominadas cotilédones, originando o placentoma (SUMMERS; FUNSTON,
2013). E através do placentoma que ocorrem as trocas de gases, nutrientes e residuos entre
os sistemas materno e fetal (FUNSTON et al., 2010). Mesmo que o crescimento
placentario seja reduzido durante o altimo ter¢o de gestacdo, o fluxo sanguineo para a
placenta aumenta cerca de quatro vezes para acompanhar o crescimento exponencial do
feto (REYNOLDS et al., 2010b). Assim, € esperado que a restricdo do crescimento fetal
pelo déficit nutricional da vaca durante o terco inicial seja fortemente correlacionada com
a diminuicdlo no crescimento e desenvolvimento do sistema uteroplacentario
(REYNOLDS; REDMER, 2001).

Grande parte dos efeitos a longo prazo da nutricdo no periodo fetal e pds-natal no
que tange ao metabolismo em mamiferos ocorrem através de alterac6es epigenéticas (WU
et al., 2006), na maior parte advindas de mudancas na estrutura da cromatina atravées da

acetilacdo de histonas ou metilagdo do DNA, modulando a expressdo génica. A descricdo
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dos fatores genéticos e ambientais que comprometem o crescimento fetal e o

desenvolvimento em mamiferos esta descrito na Figura 1.

Subnutrigio Sobrenutricio
materna \ / materna
Efeito
epigenético
Subnutricio (metilagdo do DNA, Sobrenutricio
paterna ~© modificacio das histonase <+ —— paterna
MicroRNAs)
Atividade gendmica e expressio génica
Expressdo de proteinas e atividade fisiologica
Programaciio fetal
)
| !
Alteracdo na massa e Desbalanco Desordens Disfuncio dos Defeitos na
estrutura dos orgios hormonal metabdlicas orgios sinalizacio celular

! J

l

Prejuizos ao crescimento, desenvolvimento, funcio imune e saiide da progénie

(alguns efeitos, como B-func¢io pancreitica, sio dependentes do sexo), acumulacio
de tecido adiposo branco em miisculo e no organismo, reducdes na eficiéncia

alimentar, massa muscular e qualidade da carne

Figura 1. Fatores genéticos e ambientais que comprometem o crescimento fetal e o
desenvolvimento em mamiferos. Tanto a subnutricdo como a sobrenutricdo da mée e do pai
afetam a expressdo génica no feto, levando a consequéncias ao longo da vida na progénie
(Adaptado de Jl et al., 2017).

2.1.1 Efeitos da restricdo de nutrientes na progénie

Vaérios efeitos a longo prazo da programacédo fetal sobre o desempenho da
progénie foram relatados. A restri¢do nutricional em vacas de corte eleva o percentual de

gordura visceral na progénie e deprecia o crescimento de tecido muscular
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(GREENWOOD; CAFE, 2007; UNDERWOOD et al., 2010), reduz o nimero de fibras
musculares e o marmoreio (DU et al., 2013), diminui o peso corporal e de carcaca
(GREENWOOD et al., 2009), eleva o tempo de terminacdo para atingir espessura de
gordura semelhante a animais ndo restritos (UNDERWOOD et al., 2010), resulta em
bovinos de menor tamanho com menor consumo de matéria seca (CAFE et al., 2009) e
aumenta a conversao alimentar (FUNSTON et al., 2010). Entretanto, alguns estudos néo
encontraram diferencas quanto ao desempenho das progénies de mées submetidas a
restricdo nutricional, como Long et al. (2011) para caracteristicas de carcaga e Larson et
al. (2009) quanto a converséo alimentar.

Cordeiros de ovelhas submetidos a restricdo nutricional de 50% das exigéncias
segundo o NRC (2001), durante o terco médio de gestacdo, apresentaram maior
quantidade de gordura e menor relagdo musculo:gordura (ZHU et al., 2006) e maior
resisténcia a insulina (FORD et al., 2007). Em suinos, a desnutri¢cdo durante o periodo
fetal reduziu a eficiéncia alimentar no pés-desmame em 5-10%, aumentando o0 ndmero
de dias necessarios para atingir o peso corporal para abate (JI et al., 2017). Em roedores,
foram relatadas alteragfes permanentes na producéo e utilizacdo de glicose e secrecéo de
insulina em ratos provenientes de mdes restritas em proteina durante a gestacdo (DESAI
etal., 1995), assim como mudancas na estrutura e funcionalidade das ilhotas pancreéticas
(FOWDEN; HILL, 2001), levando a maior predisposicdo para intolerancia a glicose
(VONNAHME, 2007).

Quanto ao metabolismo hepatico, o estado nutricional materno pode influenciar o
desenvolvimento do tecido adiposo fetal, alterando em grande magnitude a utilizacéo de
glicose em progénies de mées restritas durante a gestacdo (FORD et al., 2007). Isso eleva
a sensibilidade ao fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF1) concomitante a

reducdo no transportador de glicose 4 (GLUT4) no tecido adiposo (GARDNER et al.,
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2005). Assim, o aumento do percentual de gordura cavitaria é acompanhado de
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Os efeitos da restricdo nutricional podem
ser diretos ou regidos por mudancas enddcrinas na vaca, hdo sendo apenas refletidos nas
mudancas em composicdo corporal e mortalidade no periodo neonatal, mas

possivelmente ao longo de toda a vida da progénie (SYMONDS, 2007).

2.1.2 Efeitos da programacéao sobre o trato gastrointestinal

As consequéncias da programacao fetal na vida adulta em mamiferos foram
analisadas sobretudo em mecanismos metabolicos. Entretanto, poucos estudos foram
conduzidos com foco no trato gastrointestinal (TGI) como orgao-alvo, ja que este pode
influenciar as funcdes de todo o organismo (GUILLOTEAU et al., 2010). Os efeitos da
nutricdo durante o periodo gestacional sobre o tamanho e a fungéo do trato digestivo sdo
considerados importantes, ja que afetam a disponibilidade de nutrientes para a progénie
durante as fases pré e pds-natal.

Ao longo dos periodos fetal, pré-natal e pds-natal, existem mdltiplas janelas de
oportunidade para o intestino delgado, conforme demonstrado na Figura 2. De modo
geral, foi observado que fetos que sofreram restricdo de crescimento intrauterino nascem
com intestino delgado imaturo, o que estd relacionado a reducdo na competéncia
imunoldgica e potencial de crescimento (GREENWOOD; CAFE, 2007). Considerando
que os tecidos intestinais sdo sensiveis a restricdo de crescimento intrauterino, essas
progénies tiveram menor massa e comprimento do intestino delgado (WANG et al.,
2005), reducdo no tamanho (altura e/ou largura) das vilosidades, menor densidade e
profundidade das criptas, além de reducdo no tamanho da mucosa, o que sugere menor
area funcional (TRAHAIR et al., 1997; MEYER; CATON, 2016). Por outro lado, fetos

bovinos de mées restritas durante o terco médio e final de gestacdo aparentemente tiveram
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melhor desenvolvimento do TGI, com maior tamanho de vilosidades e comprimento do

intestino delgado, possivelmente como um mecanismo para estarem mais preparados para

a adversidade (GIONBELLI et al., 2016; RODRIGUES, 2018).
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Figura 2. Janelas do crescimento e desenvolvimento do intestino delgado e suas influéncias.

Adaptado de MEYER; CATON (2016).

O TGl deve ser suficientemente desenvolvido para que possa exercer trés funcdes

no organismo: digestdo e absorcdo de nutrientes, selecdo fisiologica de modo eficiente

(acdes de defesa e barreiras contra microrganismos) e resposta a estimulos para regular a
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digestdo, absorcdo e metabolismo. Ademais, o TGI regula suas proprias funcdes
(feedback), bem como atua na regulacdo neuro-hormonal de 6rgdos associados e €
considerado o maior 6rgdo endocrino do corpo (MCDONALD et al., 2010).

Em mamiferos, o feto primariamente recebe nutrientes do sangue materno através
da placenta. Porém, inicia-se a nutri¢cdo enteral por degluticdo de liquido amniotico a
partir do terco medio da gestacdo, atendendo em até 20% a demanda em energia
(MULVIHILL et al., 1985).

O desenvolvimento do TGI no ambiente uterino é marcado por vastas mudancas
estruturais e funcionais no epitélio intestinal e prolonga-se até o periodo pds-natal num
sinergismo entre crescimento (aumento da massa de tecidos e/ou niumero e tamanho de
células) e maturagdo (mudancas na estrutura e funcdo de células e tecidos)
(GUILLOTEAU et al., 2010). Inicialmente, o transporte de nutrientes no intestino do
recém-nascido acontece ao longo de todo eixo vilosidade-cripta. Com a mudanca das
populacdes de enterdcitos que revestem a mucosa intestinal durante o desenvolvimento
perinatal, a absorgdo de nutrientes acontece na parte superior das vilosidades em um
animal maduro, em funcdo do progressivo desenvolvimento do TGl (HOCQUETTE;
BAUCHART, 1999).

Mesmo que os tecidos do TGI (incluindo o figado e os rins) compreendam
somente 6 a 13% do peso corporal (SEAL; REYNOLDS, 1993), eles representam de 10
a 35% do consumo total de oxigénio em funcdo da alta atividade metabdlica e rapido
turnover (FERRELL, 1988), alem de utilizarem cerca 40 a 50% da energia total e
compreenderem até 70% do incremento caldrico referente ao uso de energia
metabolizavel para mantenca (JOHNSON et al., 1990). Os impulsionadores majoritarios
dessas demandas sdo o transporte de ions pela Na*/K*-ATPase e a sintese/degradacao de

proteinas nos tecidos gastrointestinal e suas secre¢des (MCBRIDE; KELLY, 1990). A
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medida que a nutricdo materna é capaz de afetar a massa do TGI (consequentemente o
turnover) e a bomba de sédio e potassio, a atividade metabdlica e as necessidades
nutricionais do animal podem ser alteradas significativamente (MEYER et al., 2012).

Os efeitos da nutricdo materna do terco inicial ao médio de gestacdo sobre o
intestino delgado foram estudados por Meyer et al. (2014). Para tanto, os autores
forneceram 3 dietas do 45° ao 185° dia de gestacdo: feno de capim nativo e suplemento
para atender as recomendacdes do NRC (controle [CON]), 70% da dieta CON com base
na ELm (restricdo nutricional [RN]), e uma dieta RN com um suplemento com proteina
ndo degradavel no ramen (RN + PNDR) para fornecer aminoacidos essenciais de forma
semelhante ao CON. Os bezerros foram desmamados aos 200 dias de idade e adaptados
por 14 dias antes de entrarem no confinamento. O desempenho e a eficiéncia dos bezerros
durante a terminacdo, bem como a maioria das medidas de crescimento do intestino
delgado ndo foram afetadas pela restrigdo nutricional na vaca do inicio ao terco médio de
gestacdo. Porém, foi encontrado maior comprimento total de intestino delgado para RN e
a expressdo de RNAm para a guanilato ciclase soltvel (GUCY1B3 — fator angiogénico)
no jejuno foi maior para RN + PNDR do que CON e RN. O consumo alimentar residual
foi positivamente correlacionado com a massa de intestino delgado e conteido de RNA
jejunal, mas foi negativamente correlacionado com a densidade da mucosa jejunal e a
concentracdo de DNA, sugerindo que animais mais eficientes possuem menor massa, mas
maior densidade na mucosa do intestino delgado. Os autores hipotetizam que a
diminuigdo da massa intestinal associada a animais mais eficientes reduziu as exigéncias
de nutrientes e energia para a manutencdo de tecidos. Como a capacidade digestiva e de
absorcéo intestinal estdo situadas dentro da camada mucosa, acredita-se que uma maior
densidade mucosa em animais mais eficientes aumenta a capacidade de absorcédo de

nutrientes por unidade de massa intestinal. Assim, a expressdo de genes do intestino
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delgado na progénie pode ser influenciada pela nutricdo durante a gestacdo mesmo
guando ndo ha alteracdo aparente no crescimento tecidual.

A informacdo acima sobre eficiéncia em energia é corroborada por Meyer et al.
(2010), constatando que uma diminui¢cdo no complexo estomacal e massa hepatica em
vacas restritas, juntamente com a diminuicdo da producdo de calor observada durante a
restricdo prolongada de nutrientes, possivelmente reduzem as exigéncias de mantenca,
permitido que mais nutrientes sejam particionados para crescimento fetal durante o
periodo de realimentacdo. Considerando que ocorre aumento da retengdo de energia
(FREETLY et al., 2007) e maior eficiéncia placentaria (MEYER et al., 2010) em vacas
restritas, a retencdo de energia do feto e o suprimento de nutrientes para o feto também
podem ter se tornado mais eficientes.

Alteracbes nos parametros do crescimento do intestino delgado e da
vascularizagdo quando da restri¢cdo nutricional no terco médio de gestacao também foram
reportados em ovinos neonatos (MEYER et al., 2013) e ao abate (YUNUSOVA et al.,
2013). A massa do intestino delgado e TGI total do feto (TRAHAIR et al., 1997) e a
massa do figado (VONNAHME et al., 2003) foram reduzidas em ovelhas restritas durante
o terco médio. Ademais, o TGI total, complexo estomacal, intestino delgado, figado e
massa pancreatica foram reduzidos em fetos de ovelhas restritas do tergo médio ao final
de gestacdo (REED et al., 2007). Assim como houve maior expressédo de RNAn para a
GUCY1B3 jejunal no estudo de Meyer et al. (2014) em bovinos, a mesma resposta foi
verificada em cordeiros durante a fase fetal (NEVILLE et al., 2010), indicando que a
mudanca da expressdao de GUCY1B3 é um mecanismo pelo qual a nutricdo durante a
gestacéo influencia o desenvolvimento intestinal das progénies em ruminantes. Esse gene
codifica a proteina guanilato ciclase soltvel, que catalisa a reacdo que produz guanosina

monofosfato ciclico em resposta ao 0xido nitrico. Desse modo, a maior expressao de
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GUCY1B3 pode levar a uma maior vasodilatacdo, angiogénese, permeabilidade vascular
e fluxo sanguineo para o intestino durante a fase fetal.

Em estudo para analisar o crescimento fetal e desenvolvimento de 6rgédos, Long
et al. (2009) utilizaram trinta vacas multiparas gestantes de fémeas divididas em dois
tratamentos: atendimento as recomendacBes do NRC (controle) ou alimentadas abaixo
das recomendagdes do NRC (68,1% da ELm e 86,7% de PM; restritas - RN; n = 15) de 30
a 125 dias de gestacdo. Ao 125° dia de gestacdo, 10 vacas controle e 10 RN foram
abatidas. As 5 vacas restantes do grupo RN foram realimentadas para se equipararem as
demais até 190 d de gestacdo, sendo que ambos os grupos foram abatidos ao 245° dia de
gestacdo. Quatro fetos do tratamento RN demonstraram peso reduzido e crescimento
assimétrico de 6rgéos, o que é sugestivo de restri¢cdo de crescimento intrauterino (PLATZ;
NEWMAN, 2008). No entanto, apés a realimentacdo atendendo as exigéncias, o tamanho
fetal e os pesos dos 6rgdos foram semelhantes aos de fetos de vacas alimentadas de acordo
com as exigéncias durante toda a gestacao.

Seguindo 0 mesmo padréo experimental ao do estudo acima (30 vacas, CON vs.
RN, abates e dias de gestagdo), Meyer et al. (2010) avaliaram os efeitos da restrigéo de
nutrientes do terco inicial ao médio na massa de Orgdos viscerais maternos e fetais e
indices de crescimento e vascularizacdo do jejuno em vacas de corte. Vacas restritas
tiveram menor RNA:DNA duodenal em comparacdo com CON. Fetos de vacas restritas
do 30° ao 125° dia de gestacédo e logo apos realimentados (125° ao 245° d) apresentaram
maior proliferacdo do jejuno ao 125° dia, maior hipertrofia ao 245° dia e maior
vascularizagéo intestinal total ao 245° dia de gestacdo. Isso indica que o intestino fetal
pode ter se tornado mais eficiente ao decorrer da restricdo nutricional do terco inicial ao
médio e, posteriormente, apresentar crescimento compensatério, possibilitando maior

crescimento e vascularizagdo do tecido durante a realimentacdo. Deve-se considerar que
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a maior parte do crescimento e maturacdo do intestino delgado fetal ocorre durante o terco
final de gestacdo e o periodo neonatal inicial (MEYER et al., 2014). Entretanto, como o
intestino delgado apresenta grande plasticidade e é intensamente influenciado por
estimulos nutricionais e ambientais recentes, o tempo entre a restricdo nutricional na
gestacdo e o0 abate ao peso de mercado da progénie pode ser suficiente para que as
eventuais e potenciais diferencas intestinais sejam dissipadas em alguns estudos, havendo
compensacdo significativa para corrigir quaisquer interrupcdes no desenvolvimento
intestinal causadas pela insuficiente ingestdo de nutrientes pela vaca. Como grande parte
dos efeitos a longo prazo da nutricdo no periodo fetal ocorrem atraves de alteracdes
epigenéticas, que sdo alteragdes causadas pela modificagdo da expressao génica ao inves
de alterag6es do préprio cddigo genético do individuo, eventuais adaptacGes do intestino
delgado da progénie podem advir desse fendbmeno. A inducédo de genes determinantes
para o crescimento muscular também é regulada por alteracfes epigenéticas nos sitios de
ligacdo dos promotores de seus genes-alvo (FONG et al., 2012), assim como ratos de
mées obesas regulam as vias lipogénicas e reguladores adipogénicos no tecido adiposo
branco através de mudancas associadas a metilacdo do DNA em locais-chave
(BORENGASSER et al., 2013).

Os efeitos da nutricdo materna e do sexo fetal sobre o desenvolvimento intestinal
de fetos bovinos em diferentes dias de gestagdo também foram estudados por Gionbelli
et al. (2016). Foram utilizadas 44 vacas Holandés x Gir, multiparas e secas, submetidas a
duas dietas: controle (restricdo a 1,15% do PC) e ad libitum (sobrenutridas). Ao longo
dos dias 139, 199, 241 e 268 de gestacéo, animais de cada grupo foram necropsiados para
avaliacdo do desenvolvimento intestinal. O comprimento das vilosidades do jejuno e ileo
foi maior ao 139° dia de gestacéo para fetos de vacas sobrenutridas em comparacao aos

fetos de vacas restritas. Porém, a resposta sobre essas variaveis se modificou ao 199° dia
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de gestacdo, sem diferenca entre os tratamentos no ultimo periodo avaliado. A massa, 0

comprimento e a densidade dos intestinos do feto ndo foram afetados.

2.2 Assimilacéo intestinal do amido

A fermentacdo pré-gastrica, uma vantagem evolutiva encontrada apenas em
animais ruminantes, possibilita 0 uso de carboidratos estruturais advindos das fontes
forrageiras e a producdo de proteina microbiana para atender as necessidades do animal
(HARMON; YAMKA; ELAM, 2004). Porém, essa complexidade ¢ um desafio para a
otimizacdo do fornecimento de nutrientes para o ruminante. Como consequéncia da baixa
ingestdo de amido a pasto e elevada fermentacdo de carboidratos estruturais no ambiente
ruminal, o intestino delgado de ruminantes ndo evoluiu para lidar eficientemente com
carboidratos ndo estruturais, como o amido, que é o principal componente energético dos
grdos (RODRIGUEZ et al., 2004). Comparativamente, a digestdo intestinal de amido é
maior em ndo-ruminantes, que digerem mais de 95% de amido que flui para o duodeno,
enguanto que esse valor chega a 52,9% para bovinos alimentados com dietas a base de
amido (OWENS et al., 1986).

Os sistemas atuais de producao utilizam altas quantidades de amido na dieta de
ruminantes, advindo principalmente da elevada inclusdo de grdos em dietas de
confinamento (XU et al., 2006). Assim, os valores de ingestdo diaria de amido podem
ultrapassar 5 kg (THEURER, 1986). Desse modo, ocorre maior escape de amido da
fermentacdo ruminal, atingindo o intestino delgado. As causas do maior escape incluem
insuficiéncia de atividade das enzimas a-amilase ou maltase, absorcéo insuficiente de
glicose, incapacidade de degradacdo estrutural ou maior taxa de passagem do amido

(OWENS et al., 1986; BAUER et al., 2001). Segundo Blom (2016), mais de 1400 g de
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amido chegam ao intestino delgado de bovinos consumindo dietas de alto grdo na fase de
acabamento.

E grande a discusséo na literatura sobre o principal fator que afeta a digest&o pds-
ruminal de amido em ruminantes, que varia de 45 a 85% (HUNTINGTON, 1997).
Segundo esse autor, a capacidade de digestdo do amido é limitada pela baixa producdo de
a-amilase, corroborado por (HILL et al., 1991; SWANSON et al., 2000), mas ha
evidéncias de que a secre¢do dessa enzima pode ser maior em funcdo de um aumento no
fluxo de proteina para o duodeno. Ademais, a secrecdo e a producdo de enzimas
amiloliticas no intestino sdo mais responsivas a quantidade de energia consumida via
dieta do que a quantidade amido dietético (HARMON, 1993). Ja Zinn et al. (2002)
sugerem que a digestdo de amido no intestino delgado é restrita em fungdo do baixo
acesso das enzimas amiloliticas ao contetdo e ndo por limitagcbes na quantidade de
enzimas. Outros autores, como Bauer et al. (2001), sugerem que a assimilagcdo de amido
no intestino delgado de ruminantes é limitada pelo transportador de glicose dependente
de sodio 1 (SGLT1). Por outro lado, Huntington (1997) afirma que em animais de
producéo adaptados as dietas com alta inclusdo de amido, o transporte de glicose carreado
pelo SGLT1 excede em quase 2 vezes a digestdo enzimatica realizada pela a-amilase e
dissacaridases intestinais.

O amido que ndo é degradado no rimen e atinge o intestino delgado, em média de
5a20% do amido total (ZINN, 1991), é degradado de 35 a 60%. Segundo Harmon (1992),
as digestibilidades intestinais de amido variam significativamente (de 17,3 a 84,9%),
considerando novilhos de 220 a 395 kg. Da fragdo que flui para o intestino grosso, de 35
a 50% é degradada (HARMON; YAMKA,; ELAM, 2004). Quanto maior o fluxo de amido
para o intestino delgado, maior quantidade fluira para o intestino grosso, onde a eficiéncia

digestiva e reduzida (HARMON; MCLEOD, 2001). Em termos energéticos, a digestéo
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de carboidratos ndo estruturais no intestino delgado possui beneficios em comparacao a
fermentacdo ruminal, tendo o amido digerido e absorvido como glicose e ndo sendo

transformado em &cidos organicos dentro do ambiente ruminal (OWENS et al., 1986).

2.2.1 Enzimas pancreaticas

O péncreas é considerado uma glandula que possui duas funcdes secretoras: a
producdo de insulina (processo enddcrino) e a producdo de enzimas digestivas, agua e
eletrdlitos (processo exadcrino). Conjuntamente, estes advindos da atividade exocrina
formam o suco pancreatico, que é secretado no duodeno por meio do ducto pancreéatico
(MCDONALD et al., 2010). As proporcdes das diferentes enzimas pancreaticas variam
em funcdo da natureza da dieta, ingestdo e composi¢cdo do alimento (MADER et al.,
2009), além de haver uma variacdo consideravel na secrecédo por individuo, mesmo entre
animais de idade similar e recebendo a mesma dieta (SISSONS, 1981).

O desenvolvimento pancreatico se inicia na fase pré-natal. A atividade das
enzimas pancreaticas se eleva com a idade fetal até o nascimento em bezerros, sendo
detectadas a partir do segundo més no feto (TRACK et al., 1972). Ao nascimento, maior
parte das enzimas pancreaticas sdo encontradas, inclusive a a-amilase, que sé atinge o
pico em bovinos adultos. Porém, a a-amilase reduz sua atividade linearmente na vaca
com o avanco da gestacdo (KEOMANIVONG et al., 2017). Esse fato esta relacionado
com o controle que o sistema nervoso parassimpatico exerce conjuntamente com o nervo
vago sobre a secrecdo pancredtica exdcrina, uma vez que aumento nos niveis de
adrenalina ou cortisol na corrente sanguinea, no caso de restri¢ao nutricional por exemplo,
reduz a atividade da a-amilase (CROOM et al., 1992). Isso indica que as enzimas
digestivas maternas sofrem influéncia da restri¢cdo nutricional e existe um potencial de

programacéo para elevar a producdo de enzimas digestivas fetais em fungéo da restricdo
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de nutrientes maternos (KEOMANIVONG et al., 2017). A producdo de maltase jejunal
foi maior ao nascimento em ratos provenientes de mées restritas, possivelmente em
funcdo de um mecanismo adaptativo para possibilitar maior capacidade digestiva (QUI
et al., 2005).

A partir do segundo dia de nascimento, a secre¢do do suco pancreético se eleva
com a idade, assim como os niveis de RNAm especificos para a-amilase, lipase e tripsina,
em 10, 8 e 5 vezes, respectivamente, da semana 0 a 172 semana de vida (ZABIELSKI;
HUEROU-LURON; GUILLOTEAU, 1999).

Em bovinos, as enzimas responsaveis pela hidrélise de carboidratos no intestino
delgado sdo a a-amilase pancreética (que hidrolisa 0 amido a maltose, principalmente) e
as dissacaridases encontradas nas células da borda em escova da mucosa, como a maltase
e isomaltase (SISSONS, 1981). Essas dissacaridases possuem maior atividade no jejuno
em comparacéo ao ileo e menor no duodeno, com atividade méxima exibida & pH de 5,4
a 6,2, ndo variando significativamente conforme a idade do animal e a manipulacdo
dietética, seja pela maior ingestdo de amido e energia na dieta (KREIKEMEIER et al.,
1990).

O amido que flui para o limen do intestino delgado € exposto a a-amilase na
porcdo proximal, onde ¢ hidrolisado aos produtos de cadeia ramificada e oligbmeros de
2 ou 3 unidades de glicose, como a maltose, maltotriose e varias dextrinas o-limitadas,
formadas principalmente a partir da hidrdlise da amilopectina (HARMON, 1993). Por sua
vez, as dissacaridases, que incluem a maltase e a isomaltase, hidrolisam os oligbmeros a
glicose, que é transferida do limen para a corrente sanguinea principalmente através de
transporte ativo (KEOMANIVONG et al., 2016). Ao contrario de ndo ruminantes, a
atividade de sacarose ndo é mensuravel, dependendo da atividade da maltase e a

isomaltase para a producdo de unidades de glicose para absor¢cdo (HARMON, 1992).
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2.2.2 o.-Amilase pancreatica

A a-amilase € sintetizada nas células pancreaticas acinares. Apos sintetizada, a a-
amilase e demais enzimas pancreaticas sdo embaladas em vesiculas denominadas
granulos de zimogénio e somente secretadas via exocitose no duodeno apés estimulo
celular (HARMON, 2009). A a-amilase atua independentemente de extremidades livres
na cadeia da amilose, visto que é capaz de hidrolisar as liga¢des glicosidicas a-1,4 dentro
da cadeia (HARMON; YAMKA; FLAM, 2004).

Estudos iniciais com bovinos e ovinos alimentados com dietas & base de
concentrado ou forrageira demonstraram maior atividade da a-amilase (até 40% maior)
para animais consumindo grdos (CLARY et al., 1969; JANES et al., 1985). Porém,
quando se comparou a utilizacdo de 90% de alfafa ou 90% de trigo e sorgo atendendo em
uma ou duas vezes a energia de mantenca de novilhos durante 140 dias, Kreikemeier et
al. (1990) relataram maior concentracao pancreatica (55%) de a-amilase e conteudo total
no pancreas (140%) em funcdo do aumento de energia. Entretanto, ambas variaveis foram
reduzidas em animais consumindo alto grdo, em 34 e 44%, respectivamente. Segundo
Swanson et al. (2000), a atividade da a-amilase em animais consumindo forragem é
também funcgdo do fornecimento de proteina metabolizavel, ou seja, a energia por si s6
ndo é capaz de afetar a atividade sem modificar o fornecimento de proteinas. Em maiores
fornecimentos de proteina atingindo o intestino delgado, houve maior secrecdao
(RICHARDS et al., 2003) e expressdo (SWANSON et al., 2002) de a-amilase.

Ao nivel pos-ruminal, Walker e Harmon (1995) relataram queda na secrecéo de
a-amilase quando amido hidrolisado foi infundido, mesmo com aumento na secregéo de
suco pancreatico. Resultado corroborado por Swanson et al. (2002), verificando queda na
atividade da a-amilase em 63% e tendéncia para reducdo de RNAn da a-amilase em

animais infundidos com carboidratos. A regulacdo da secrecdo e atividade da a-amilase
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em resposta a adicdo de carboidratos € complexa e ndo esta totalmente elucidado se o
controle negativo é resultado da maior quantidade de carboidratos no lumen do intestino

delgado ou maior quantidade de glicose absorvida (HARMON; YAMKA; FLAM, 2004).

2.2.3 Transporte de glicose

Trés principais processos foram sugeridos para explicar a assimilacdo de glicose
no intestino delgado de ruminantes: o processo de arrasto de solvente, o transporte
facilitado (GLUTS5) e o transportador de glicose sédio-dependente 1 (SGLT1), sendo este
altimo o principal meio pelo qual a glicose atravessa a borda em escova (HEDIGER;
RHOADS, 1994). O transportador SGLT1, encontrado na membrana da borda em escova
dos enterdcitos, € um transportador de alta afinidade (WRIGHT; LOOD, 2000) capaz de
vincular o transporte de glicose a um gradiente de Na* orientado em direcdo aos
enterocitos, o que caracteriza um transporte ativo. O gradiente de Na* é mantido pela
Na*K™ATPase na membrana basolateral, a qual contém o transportador final da glicose
dentro do enterdcito, o GLUT2 (HARMON; YAMKA; FLAM, 2004).

Ruminantes adultos em sistemas a pasto geralmente apresentam baixa atividade
de SGLT1 (WOOQOD et al., 2000). Shirazi-Beechey et al. (1991) reportaram aumento na
abundancia e atividade do transportador de glicose em vesiculas da borda em escova de
até 80 vezes em ovelhas adultas infundidas com glicose (30mM) no duodeno por 4 dias.
Nesse estudo, a atividade do SGLT1 foi maior na por¢ao mediana do jejuno e reduziu em
direcdo ao ileo. Portanto, 0 SGLT1 pode responder positivamente em func¢éo do substrato
disponivel no lumen intestinal. Segundo Wright e Loo (2000), o SGLT1 é capaz de
transportar ativamente agua juntamente o Na* e a glicose, sugerindo uma funcdo de

absorcdo de agua no intestino distal.
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Estima-se que, por enterdcito, sejam encontrados de 10° a 107 transportadores
SGLT1 (HUNTINGTON, 1997). Os transportadores SGLT1 sdo sintetizados enquanto
0s enterocitos residem nas criptas das vilosidades, tornando-se ativos a medida que 0s
enterdcitos amadurecem e migram da base para as pontas das vilosidades (RUSSEL;
GAHR, 2000). A densidade de transportadores SGLT1 é diretamente relacionada com a
area de superficie das microvilosidades, que dependem do numero, conformagéo e

localizagéo dentro do intestino delgado.

2.3 Lipideos

Por definicdo, lipideos sdo substancias insollveis em &gua, mas sollveis em
solventes organicos, como ésteres e cloroférmio (CRONJE, 2000). Os lipideos de maior
importancia na nutricdo animal sdo os triglicerideos (TG), compostos por trés moléculas
de acidos graxos ligados a uma de glicerol. Os TG estdo presentes em gréos de cereais,
sementes e como forma majoritaria de armazenamento no tecido adiposo animal. Sua
formacdo ocorre essencialmente no tecido adiposo, figado e intestino delgado, mas a
maioria das células possuem a capacidade de realizar sua sintese (BRUSS, 2008).

Acidos graxos (AG) sdo sequéncias lineares de carbono e hidrogénio que possuem
um grupamento carboxilico (-COOH) ao final da cadeia. Podem ser categorizados em
funcéo do tipo de ligacéo entre dois carbonos dentro da cadeia, sendo que a presenca de
dupla ligacéo os classifica como insaturados enquanto que somente ligagdes simples entre
carbonos os classifica como saturados (MCDONALD et al., 2010). A classificagéo
baseada na ocorréncia de duplas ligacGes na cadeia de carbonos é importante pois ha
modificacdo considerdvel nas propriedades fisicas e funcionais dos AG, exigindo atencao
no momento da escolha entre as fontes de gordura dietéticas. Acidos graxos saturados,

por exemplo, sdo sélidos dentro do ambiente ruminal e a temperatura ambiente, sendo
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considerados menos ativos dentro do rimen. Por outro lado, AG insaturados sdo liquidos
e ativos no ambiente ruminal, podendo depreciar a atividade dos microrganismos. De
acordo com Maczulak et al. (1981), a medida que se aumentam o numero de insaturacdes
dentro de uma cadeia de carbonos, maior é a toxicidade aos microrganismos ruminais,
em funcéo da maior solubilidade destes compostos (PALMQUIST; MATTOS, 2006).

Quanto a orientacdo dos hidrogénios dentro da cadeia carbonica, aqueles ligados
aos carbonos unidos por dupla ligagdo séo considerados cis quando direcionados para o
mesmo lado. Do contrario, quando em lados opostos, sdo considerados trans. As fontes
dietéticas na nutricdo animal se baseiam em produtos de origem vegetal, que possuem
apenas geometria cis. Entretanto, 0os microrganismos ruminais tém a capacidade de
transformar ligacgdes cis em ligacOes trans (MCDONALD et al., 2010).

Grande parte dos lipideos de fontes vegetais sdo altamente insaturados e com
namero par de carbonos (de 14 a 18 carbonos). Em cereais, que séo a base da alimentagdo
em animais confinados, o &cido linoleico (18:2; cis-9, cis-12) ocorre em maior
quantidade, enquanto que em forragens o &cido linolénico (18:3; cis-9, cis-12, cis-15) é
mais encontrado (PALMQUIST; MATTQOS, 2011). Ambos ndo sdo sintetizados por
ruminantes, pois ndo ocorrem dessaturagdes acima do C-9 em vertebrados (TU, 2011).
Desse modo, sdo classificados como Acidos Graxos Essenciais e, portanto, sua ingestio
€ necessaria.

A digestibilidade da fonte lipidica esta relacionada com a composicao de &cidos
graxos e depende do numero de carbonos na cadeia, quantidade de insaturagdes e
geometria na ligagdo dupla (BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006). As trés
propriedades atuam na digestibilidade pois modificam o ponto de fuséo e a solubilidade
do composto dentro do organismo. A solubilidade de compostos com geometria cis é

elevada em fungédo do baixo ponto de fuséo, advindo da maior instabilidade da molécula
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e interacdo entre atomos, visto que a cadeia se encurva (MCDONALD et al., 2010). Em
sintese, AG com menor quantidade de carbonos com maior numero de insaturacdes tém
alta solubilidade e, por conseguinte, elevada digestibilidade.

Para ruminantes, os lipideos sdo utilizados principalmente para elevar a densidade
energética da dieta, considerando sua energia de combustéo de 9,4 Kcal/g. Quando da sua
combustdo, produzem energia liquida de duas a trés vezes maior que a de proteinas e
alguns carboidratos, tais como amido (NRC, 2001). Porém, as funcdes dos lipideos na
dieta de ruminantes sdo vastas. S&o responsaveis por diminuir a formacéo de poeira na
dieta final, melhorar a ingestdo de concentrado, promover aumentos na palatabilidade,
eficiéncia e bem-estar animal, além de reduzir o estresse por calor (ZINN; JORQUERA
2007). Esse fato se deve ao menor incremento calérico, pois as gorduras ndo contribuem
para crescimento microbiano pois ndo sdo fermentadas no rimen. No caso de dietas de
confinamento, reduzem o risco de acidose ruminal, pela menor inclusdo de carboidratos
rapidamente fermentaveis nas dietas (LADEIRA et al., 2012).

No que se refere as suas contribuicbes ao metabolismo, os lipideos sdo
responsaveis por elevar a absor¢do de vitaminas lipossolUveis, suprir AG essenciais para
serem incorporados as membranas de tecidos e agir na modulagdo do metabolismo das
prostaglandinas (PALMQUIST; MATTQOS, 2006). Além de agir no processo de
lipogénese, o tecido adiposo branco é responsavel pela producao da leptina, um horménio
que influencia toda a cascata do consumo, 0 gasto de energia e a homeostase do peso
corporal, afetando a deposicdo de gordura em animais (HOUSEKNECHT et al., 1998).

Diversos produtos com perfis de acidos graxos distintos tém sido empregados em
dietas para bovinos de corte, dentre eles os 6leos vegetais, sementes de oleaginosas e
sab0es de célcio de &cidos graxos. A utilizacdo de fontes lipidicas dietéticas, como o éleo

de soja, pode melhorar o perfil de acidos graxos da carne e da gordura em ruminantes
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(LUDDEN et al., 2009) e minimizar as emissdes de metano entérico (MARTIN et al.,
2010; GRAINGER; BEAUCHEMIN, 2011). No entanto, a inclusdo de AG tem efeitos
desfavoraveis sobre a fermentacdo ruminal (MAIA et al., 2007).

Fontes como o sebo e a graxa, dentre outras matérias-primas de origem animal,
foram largamente empregadas em dietas de bovinos de corte (WOODS; FEARON, 2009).
Entretanto, o uso de produtos de origem animal foi questionado e proibido no Brasil

principalmente em funcéo da encefalopatia espongiforme bovina (MAPA, 2004).

2.3.1 Vantagens e desvantagens da utilizacéo de lipideos

As bases para a melhoria na eficiéncia energética quando da utilizacdo de AG
compreendem a economia no anabolismo e maior eficiéncia no catabolismo. A economia
no anabolismo advém da reducédo na sintese de novo a partir do acetato, uma vez que 0s
AG pré-formados sdo inerentes a dieta (DOREAU; CHILLIARD, 1997). Assim, uma
parcela do incremento caldrico ligado a rota do acetato é dispensada. A maior eficiéncia
no catabolismo é proveniente da oxidacdo de AG de cadeia longa, que sdo 10% mais
eficientes na geracdo de energia em comparagdo com a oxidagdo do acetato, considerada
a fonte de energia principal para ruminantes (BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006).

A evolucdo de animais ruminantes esta intimamente ligada a ingestdo de
forragens, que possuem aproximadamente 30 g/kg de lipideos na matéria seca (VAN
SOEST, 1994). Desse modo, é previsivel que o ambiente ruminal tivesse problemas
quando da inclusdo de altos niveis de lipideos dietéticos. Assim, limites de inclusdo acima
do usual (entre 50 a 60 g/kg MS) podem afetar negativamente caracteristicas como
desempenho, eficiéncia e satde ruminal (MAIA et al., 2007) pois 0s AG sao tdxicos para
0S microrganismos ruminais, especialmente para bactérias gram positivas e protozoarios

(PALMQUIST; MATTOS, 2006). Foi verificado que a queda na degradacdo da fracao
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fibrosa do alimento é principalmente advinda da toxicidade dos AG (principalmente os
poli-insaturados) as bactérias celuloliticas pela alteracdo na fluidez das membranas
celulares (MACZULAK et al., 1981), e ndo somente ao efeito de recobrimento das
particulas de alimento, que bloquearia a adesdo por essas bactérias e sua multiplicacao.
Isso leva a uma reducdo na passagem da digesta pelo trato gastrointestinal (MAIA et al.,
2007), afetando negativamente o consumo de matéria seca e, desse modo, o0 desempenho
animal. A oferta de dietas com 70 g/kg de extrato etéreo na MS para novilhos Nelore por
meio da suplementacdo com Oleos vegetais reduziu o consumo de matéria seca
(FIORENTINI et al., 2015).

A diminui¢do no consumo de matéria seca (CMS) ocorre quando ha excesso de
AG no ambiente ruminal (JORGE et al., 2009), sendo mais pronunciado quanto maior a
instauracgdo das fontes (ALLEN, 2000). No caso de um maior percentual de forrageira na
dieta total, pode haver queda na taxa de passagem pela reducéo do tamanho das particulas
de fibra de forma mais lenta. Porém, a redugdo na degradabilidade ruminal para as fracdes
fibrosas é compensada pelo maior tempo de permanéncia da digesta dentro do TGlI,
elevando a digestibilidade total (MEDEIROS; ALBERTINI, 2012). Além disso, a
toxicidade é menos pronunciada pois ocorre interacdo dos AG com a parte hidrofobica
das particulas alimentares (PALMQUIST; MATTQOS, 2006). Por outro lado, em dietas
com alta incluséo de concentrado, como aquelas utilizadas em confinamentos comerciais,
a reducdo no CMS esta atrelada ao controle quimiostético relacionado a regulagdo da
ingestdo de alimentos, visto que uma elevada concentracdo sérica de AG ativa 0s
receptores do centro de saciedade do SNC, inibindo o apetite e consumo (ALLEN, 2000).

Além dos desafios supracitados, a inclusdo de fontes com alto teor lipidico em
dietas diminui o tempo de estocagem em funcdo do processo de oxidagédo das gorduras,

conhecida por rancificacdo, reduzindo a estabilidade da mistura. Além do possivel



35

consumo de radicais livres inerentes ao processo, pode haver queda na ingestdo em funcéo
da menor palatabilidade de alimentos rancificados (FERRARI, 1998). Desse modo, a
inclusdo de antioxidantes como o Butilhidroxianisol (BHA), o Butilhidroxitolueno (BHT)
e vitamina E contribuem para adiar esse processo, prologando a vida Gtil do produto
(MEDEIROS; ALBERTINI, 2012).

Conforme discutido sobre a eficiéncia energética no uso de fontes lipidicas e a
toxicidade dos AG as bactérias metanogénicas, ha o interesse em modular a fermentacéo
ruminal através do uso de lipideos para elevar a producao de &cido propidnico e a retencao
de carbono no ambiente ruminal, perdido na forma de metano (CH4) (LANA; FOX,
2001). Entretanto, atualmente ndo ha um consenso se o efeito da suplementagédo sobre a
mudanca na fermentacdo ruminal ocorre através de rotas metabolicas mais eficientes ou
se o efeito é oriundo da menor capacidade de fermentacdo (MEDEIROS; ALBERTINI,
2012). Segundo Beauchemin et al. (2008), a cada 10 g/kg de incluséo de lipideos na dieta
na MS, estima-se que haja queda na producdo de metano em 5,6%. Esse resultado é
corroborado por Carvalho et al. (2011), que encontraram redugéo de 15% e 20% na
producgdo de CHa/kg de carcaga em animais Nelore alimentados com soja gréo e dleo de
linhaca, respectivamente, quando comparados a uma dieta controle sem adi¢do de

gordura.

2.3.2 Suplementacdo com gordura protegida

Dentre as diferentes fontes de lipideos na dieta de bovinos de corte, os 6leos
vegetais e grdos de oleaginosas sdo as mais amplamente utilizadas, considerando a
proibicdo de se utilizar gorduras de fonte animal na alimentacdo de ruminantes (MAPA,
2004). As cadeias carbonicas de 6leos provenientes de fontes vegetais apresentam maior

numero de insaturagfes, 0 que negativamente afeta a populagdo ruminal (JENKINS,
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1993). Como forma de diminuir a biohidrogenacdo, a protecdo dos grdos ajuda a
promover a liberacdo do conteudo mais lentamente. Entretanto, essa protecdo natural da
estrutura das plantas € pouco efetiva. Desse modo, buscou-se alternativas para que a
inclusdo de lipideos fosse feita sem que houvesse efeito deletério sobre os
microrganismos ruminais, além do aproveitamento de uma fonte de acidos graxos
insaturados considerada intacta a fermentacdo ruminal, principalmente os AG essenciais
linolénico e linoleico, que tém perdas ruminais de 86% e 82%, respectivamente, pela
utilizacdo de fontes desprotegidas (JENKINS et al., 2008).

A saponificacdo de &cidos graxos via formacgéo de sais (ou sabdes) de calcio de
acidos graxos livres € a alternativa mais efetiva e usual frente a essa realidade, visto que
formam moléculas menos hidrolisaveis no ambiente ruminal, passando em sua maioria
intactos para o intestino (RENNO et al., 2014). Foram desenvolvidos nos anos 1980, com
0 intuito de impedir que a inclusdo de fontes lipidicas fosse deletéria a fermentacéo
ruminal em vacas de leite. Outras formas de tratamento para protecdo de AGI incluem
gorduras tratadas com formaldeido e amidas de AG (JENKINS; BRIDGES, 2007).

De modo geral, pesquisas confirmam que o uso de sais de célcio de AG na dieta
de bovinos ndo interfere nos processos de fermentacdo ruminal, além de favorecer a
sustentacdo do pH (RENNO et al., 2014) e ndo retardar a digestio de nutrientes
(ELLIOTT et al., 1996). Segundo Palmquist et al. (1986), sais de céalcio de AG
contribuem para a 6tima relacdo acetato:propionato no ambiente ruminal, ndo inibindo a
producéo de AGV.

Os sais de célcio dos acidos graxos sdo basicamente AG ligados a um ion de calcio
ao invés de um esqueleto de glicerol. Quando o célcio esta associado a AGI, o produto a
ser utilizado na dieta possui propriedades fisico-quimicas analogas aos de AGS

(BAUMAN et al., 2003). Desse modo, sdo solidos a temperatura ambiente, tém baixa
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solubilidade no ambiente ruminal e, por conseguinte, S&0 menos susceptiveis ao processo
de biohidrogenacdo (BLOCK et al., 2005). Portanto, ¢ a inércia do complexo AG-Ca que
confere protecdo dentro do ambiente ruminal, que ira se dissociar nas condi¢des acidas
do abomaso. A mudanca da estrutura de AG para impedir a biohidrogenacdo fundamenta-
se no bloqueio do grupo carboxila pela ligagdo i6nica com sais de célcio. Quando hd um
grupo carboxila livre, ocorre a formagéo de um AG trans por meio da a¢do da isomerase,
o0 qual sofre agéo de redutases para remover as ligagdes duplas (JENKINS et al., 2008).
Entretanto, é errbneo atribuir essa prote¢do como completa ou considera-los como
totalmente inertes, visto que um baixo pH ruminal e maior instauracdo da fonte dos AG
podem ocasionar na dissociacdo do complexo AG-Ca, tornando-os susceptiveis a
biohidrogenacdo (DEMEYER; DOREAU, 1999).

A dissociagdo dos sais de calcio é dependente do pH ruminal. De modo geral, de
60 a 90% dos sais de calcio sdo conservados intactos a faixa de pH normal do ambiente
ruminal. O pKa (pH em que metade do complexo AG-Ca é dissociado) ¢é
aproximadamente 4,5 para sais de calcio de AG de cadeia longa, alterando de acordo com
0 tamanho da cadeia e grau de insaturacdo (BLOCK et al., 2005). Desse modo, quedas
expressivas no pH ruminal levam a dissociagdo do complexo AG-Ca. Segundo Van Nevel
e Demeyer (1996), a protecdo contra biohidrogenacdo foi perdida em valores de pH
menores que 6,0 quando da utilizacdo de AG livres advindos de dleo de soja. Esse
resultado foi corroborado por Voigt et al. (2006), que propuseram que sais de calcio de
AG de cadeia longa néo se solubilizam a um pH ruminal acima de 6,0. Por outro lado,
Sukhija e Palmquist (1990) sugerem que as gorduras protegidas em geral s&o mais
estaveis e apresentam melhor eficiéncia em valores de pH de 5,5-6,5. Segundo Jenkins et

al. (2008), os trés pilares de uma protecdo eficiente em produtos com gordura protegida
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sdo: acréscimo consistente do fluxo de AGI para o duodeno; dissociacdo e absor¢do de
AGI no intestino delgado e efeitos desfavoraveis minimos sobre a fermentacédo no rimen.

No que tange a digestibilidade, o uso de sais de calcio de AG possibilita maior
digestibilidade total de AG quando comparados com demais suplementos contendo
lipideos, como sebo, glicerideos hidrogenados e carogo de algoddo (BLOCK et al., 2005).
Essa resposta, alem da protecdo conferida pela gordura protegida, é influenciada pelo
perfil de AG que chega ao intestino, que tem efeitos diretos sobre a digestéo e absorcéo
de lipideos, pois certos perfis de AG tém valores de digestibilidade reduzidos, como o do
acido estearico (C18:0) e demais triglicerideos saturados que escapam do rimen (BLOCK
et al., 2005). Assim, os AGI sdo mais facilmente digeriveis que AGS. Desse modo, a
maior absor¢do de AGI pode contribuir para melhor eficiéncia de producao (LIMA,
2016). Utilizando a gordura protegida, bovinos alimentados com dietas a base de milho
apresentaram maior digestibilidade de extrato etéreo (EE) em comparagdo aquelas
baseadas sem adicdo de gordura suplementar (HILL; WEST, 1991). Resultado esse
corroborado por Bain et al. (2016) trabalhando com adi¢do ou ndo de 5% de gordura
protegida de 6leo de soja em dietas com relagdo 40:60 (V:C) em bovinos Bali. Os autores
encontraram maior digestibilidade da matéria organica e EE em animais suplementados
com gordura protegida. Voigt et al. (2006) também relataram maior digestibilidade da
materia organica para animais alimentados com sais de &cidos graxos poli-insaturados em

comparacao com triglicerideos hidrogenados em funcao da maior digestibilidade do EE.

2.3.3 Gordura protegida na terminacéo

A melhoria na produtividade do rebanho tem sido buscada em funcdo da menor
rentabilidade da inddstria bovina no Brasil nos dias de hoje em compara¢do a décadas

atras (LIMA et al., 2016). Atualmente, a maioria dos animais voltados para a indUstria da
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carne é alimentada com dietas com alto teor de concentrado em condicdo de
confinamento. Segundo Maxwell et al. (2015), o sucesso do confinamento de bovinos é
diretamente influenciado pelo custo da alimentagéo, o qual chega a compreender até 85%
dos custos de producao, principalmente influenciado pelo custo do alimento concentrado
(LEME et al., 2003).

Margarido et al. (2011), estudando desempenho e qualidade de carne em 60
bovinos, encontraram acréscimo de 18% da taxa de ganho de peso e 2% do rendimento
de carcaca para animais ingerindo maior teor de concentrado (76,6% da MS, 71% NDT
e 139 g/kg PB) em comparacdo a animais consumindo baixo concentrado (46,7% da MS,
65% NDT e 120 g/kg PB), ambas adicionadas de sais de calcio de acidos graxos.

Ao avaliar os efeitos no desempenho de 48 novilhos, caracteristicas de carcaga e
na populagdo de protozoarios no rimen utilizando duas dietas com gréo seco ou Umido
de milho com adicdo de sais de célcio de &cidos graxos, Silva et al. (2007) reportaram
maior consumo de matéria seca e reducdo na populacdo de protozoérios ciliados em
animais recebendo sais de calcio em comparacao ao tratamento controle.

O consumo de matéria seca, proteina bruta, fibra em detergente neutro, peso
corporal final, conformacdo de carcaca, area de olho de lombo, espessura de gordura e
pH da carne ndo foram afetadas por diferentes fontes de lipideos na dieta (caroco de
algodé&o vs. gordura protegida) no estudo realizado por Lima et al. (2016), avaliando 39
tourinhos ndo castrados confinados por 63 dias.

Em estudo com bovinos de varios grupos genéticos durante a fase de terminacao,
Jaeger et al. (2004) nédo reportaram diferenga para a espessura de gordura subcutanea
(7,46 mm vs. 8,04 mm) quando comparados animais controle e alimentados com gordura
protegida, respectivamente. Nesse caso, a inclusdo de gordura ndo modificou o grau de

acabamento, visto que o tratamento com gordura protegida apresentou 61,6 g/kg de EE
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na MS enquanto que o controle apresentou 24 g/kg. Aumentos na deposi¢do de gordura
estdo ligados a maiores taxas de ganho, quando se excede a capacidade de depositar
proteina na forma de musculo (SCHOONMAKER et al., 2004).

O acréscimo no consumo de MS e nutrientes em animais no grupo sem adicéo de
gordura esta em consonancia com alguns estudos anteriores (SHINGFIELD et al., 2010;
WANAPAT et al., 2011), em que foi relatada queda no consumo em fungéo da incluséo
de AG. De acordo com Allen (2000), a queda no consumo pode ser advinda de maior
concentracdo de acidos graxos insaturados na corrente sanguinea, sinalizando para o
centro hipotaldamico da saciedade.

Por outro lado, ndo houve queda no CMS em animais alimentados com uma dieta
com propor¢do de 60:40 (V:C) e 5% de gordura protegida no concentrado na MS
(Fiorentini etal., 2014). Segundo os autores, a inclusdo de sais de calcio reduziu os efeitos

deletérios dos AGI aos microrganismos ruminais.

2.3.4 Digestéo de lipideos

Lipideos ndo sofrem o processo de fermentacdo dentro do ambiente ruminal, mas
sd0 expostos & mudanca em sua composicao devido a agdo de bactérias do rumen.

Ao adentrarem no rimen, o primeiro passo no metabolismo lipidico é a quebra
das ligacGes éster por lipases microbianas, liberando acidos graxos num processo
denominado de hidrolise (DAWSON et al., 1977). A hidrolise dos lipideos dietéticos
ocorre de forma extracelular, ndo produz energia e é majoritariamente realizada por
bactérias ruminais, sendo que Anaerovibrio lipolytica hidrolisam triglicerideos, enquanto
Butyrivibrio fibrisolvens atuam sobre os fosfolipideos e glicolipideos (JARVIS;
MOORE, 2010). Outros organismos, como protozoarios ciliados e fungos, atuam

minimamente no processo (BUCCIONI et al., 2012). Como resultado da hidrolise, os AG
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livres seguem dois caminhos: biohidrogenacdo ou neutralizacdo na forma de sabdes de
calcio; enquanto que o glicerol e os agucares resultantes sdo metabolizados por bactérias
ruminais e utilizados como fonte de energia em forma de acidos graxos volateis (AGV)
ou para formar fosfolipideos (PALMQUIST; MATTOS, 2011).

O processo de biohidrogenacdo, mecanismo de defesa essencial para a saude
ruminal pois AGI sdo toxicos para as bactérias ruminais em funcdo de sua propriedade
anfipatica (JENKINS et al., 2008), acontece em dois passos sequenciais: isomerizagao de
intermediarios em AG trans e reducdo das ligagdes duplas (JARVIS; MOORE, 2010). A
primeira fase da biohidrogenagéo ruminal consiste na isomerizacgao da ligagéo dupla cis-
12 a uma configuracdo trans-11 pela mudanca de posicdo e troca de plano dos
hidrogénios, resultando em um acido graxo dienoico ou trienoico conjugado
(PALMQUIST et al., 2005). Posteriormente, ocorre a reducdo da ligagdo dupla cis-9
através da adicdo de Hidrogénio, realizada por enzimas extracelulares de microrganismos
ruminais, resultando em um AG trans-11. Por fim, ocorre a adi¢do de outro Hidrogénio
na ligacdo trans-11, gerando o &cido esteérico (C18:0) (através das vias do &cido linoleico
e linolénico) ou, no caso de biohidrogenagéo incompleta, uma variedade de isdmeros de
acidos graxos mono- e poli-insaturados, como o C18:1 trans-15 (BAUMAN et al., 2003).

Mesmo que os acidos linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) sejam 0os AG mais
presentes na dieta de ruminantes, seja consumindo concentrado ou fonte forrageira, o
processo de biohidrogenacdo faz com que os acidos estearico (C18:0) e palmitico sejam
os principais AG que deixam o ambiente ruminal (BAUMAN et al., 2003; WOODS;
FEARON, 2009). Desse modo, o lipideo que adentra o intestino delgado é praticamente
igual ao que deixa o rimen, visto que ndo ocorre absorcao ou transformacao expressiva

de AG de cadeia longa e média no omaso ou abomaso (NOBLE, 1978).
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A absorcdo de lipideos a nivel de intestino delgado ocorre na por¢do jejunal
através da formacdo de micelas, que é o mecanismo essencial para a absorcdo eficiente
de AG em todas as espécies (CRONJE, 2000). Em monogastricos, a formacéo de micelas
depende de monoacilglicer6is (DOREAU; CHILLIARD, 1997), enquanto que estes
praticamente ndo sdo encontrados na digesta que adentra o intestino delgado em
ruminantes pela alta taxa de hidrélise de AG no ambiente ruminal (BAUMAN et al.,
2003). Isso é compensado pelas secre¢des da bile e suco pancreatico antes do jejuno na
fracdo duodenal (DEMEYER; DOREAU, 1999). Sais biliares e a lecitina advém da bile,
secretada pelo figado, enquanto o suco pancreatico contém bicarbonato para elevar o pH
e enzimas como a fosfolipase, capaz de transformar a lecitina em lisolecitinas (CRONJE,
2000). Através da acdo conjunta de lisolecitinas com sais biliares e aumento do pH, 0s
AG se desligam das particulas de alimento e bactérias, possibilitando a formacdo de
micelas. Até 90% dos lipideos que adentram o intestino delgado sdo AG livres unidos as
particulas de alimento (DOREAU; CHILLIARD, 1997). Conforme a digesta avanga
sobre o trato intestinal, acontece a transferéncia gradativa de AG livres para a fase
micelar.

Por meio de lipases pancredticas, os triglicerideos contidos nas micelas sdo
degradados em sequéncia a diglicerideos, monoglicerideos e AG Livres (AGL), os quais
tornam-se micro emulsGes pela atividade dos &cidos biliares. Apds esse processo, as
micelas sdo absorvidas pelas células epiteliais do jejuno, sobretudo por difusdo, e os AG
sdo reesterificados (nova ligacdo com o glicerol) em triglicerideos dentro do reticulo
endoplasmatico. J& no complexo de Golgi, ocorre a formagdo de quilomicrons, que séo
lipoproteinas complexas formadas por um nucleo hidrofébico (onde os triglicerideos
estdo situados) cercado por lipideos anfipaticos (fosfolipideos e colesterol livre, por

exemplo). Na parte mais externa, apolipoproteinas estdo presentes a fim de solubilizar os
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lipidios hidrofébicos e possibilitar o reconhecimento por receptores celulares
(HOCQUETTE; BAUCHART, 1999). Por fim, os quilomicrons sdo posteriormente
transferidos para o sistema linfatico via exocitose (DEMEYER; DOREAU, 1999). Acidos
graxos com numero de carbonos menor que 14 ndo passam pelo processo de esterificacao,
entrando na corrente sanguinea como AG livres e indo para o figado, sofrendo oxidagéo
ou usados como armazenamento no tecido adiposo.

Segundo Moore e Christie (1984), de 55 a 65% de AG da digesta sdo absorvidos
nas por¢des média e final do jejuno (pH variando de 4,2 até 7,6) e de 15% a 25% na fracéo
superior do jejuno (pH 2,8 a 4,2) em dietas convencionais. Quando da utilizacdo de
gorduras protegidas, ocorre uma mudanga no processo de digestdo dos lipideos,
semelhante aos animais ndo ruminantes (BAUCHART et al., 1993). Para tanto, a lipase
pancreéatica e a colipase hidrolisam triglicerideos em AG livres e 2-monoacilglicerois,
absorvidos somente a partir da fragdo média do jejuno (CRONJE, 2000).

Via de regra, considerando AG individualmente, o coeficiente de absorcéo
intestinal varia de 80% (para AGS) a 92% (para AGPI) em dietas convencionais com
baixa inclusdo de lipideos (20 a 30 g/kg na matéria organica) (BAUCHART et al., 1993).
Porém, mesmo com essas diferencas na absorcdo, a digestibilidade total dos lipideos na
dieta varia pouco (de 60 a 90%). Dois mecanismos elucidam a eficiéncia consideravel de
ruminantes em absorver AGS: a elevada capacidade do sal biliar em solubilizar &cidos
graxos e as condi¢des acidas (pH 3,0 a 6,0) do conteldo duodenal e jejunal em funcéo de
uma baixa concentracdo de bicarbonato pancreatico (MCDONALD et al., 2010), o que
possivelmente limita intensamente a formacédo de sabdes insollveis de Ca com AGS.

A digestibilidade é funcdo do tamanho da cadeia de carbono, mas principalmente
do numero de insaturagdes. Assim, quanto menor a cadeia e maior o grau de instauracao,

maior sera a digestibilidade no intestino delgado (PANTOJA et al., 1994). Ruminantes
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demonstram maior digestibilidade de AG em compara¢do aos monogastricos em funcéo
do fluxo lento e constante de AG livres do rimen para o intestino (CRONJE, 2000).

Os AG sdo transportados até diferentes tecidos apos a fase de absorcdo. Os
principais destinos considerando bovinos de corte sdo o figado e o tecido adiposo. Como
dito anteriormente, os AG absorvidos podem ser completamente oxidados no figado a
fim de gerarem energia na forma de ATP. De forma distinta ao de animais monogastricos,
o figado de ruminantes ndo € responsavel pela sintese de AG e lipideos. Ja no tecido
adiposo, 0s AG livres sdo reesterificados e armazenados como triglicerideos a partir de
uma elevacgdo nos niveis de insulina no plasma, quando os ruminantes nao estdo sofrendo
restricdo alimentar de qualquer natureza (MCDONALD et al., 2010). Portanto, o tecido

adiposo funciona como érgdo chave na sintese de lipideos e armazenamento de energia.
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ABSTRACT: Maternal nutrition during pregnancy has a potential impact on nutrient
utilization by the offspring. The study had the objective to evaluate total nutrient digestibility
of Nellore progeny from cows supplemented during mid to late gestation, fed diets with or
without rumen-protected fat. In addition, it was analyzed the gene expression of transporters in
the small intestine, as well as a-amylase activity. Forty-eight Nellore steers, averaging 21 £ 0.7
mo and 340 £ 9.38 kg, were housed in individual pens and allotted in a completely randomized
design using a 2 x 2 factorial arrangement, totaling 12 replicates per treatment. The treatments
were: not supplemented dams (NS) or supplemented dams (SUPP) during mid to late gestation;
and diets without rumen-protected fat (NFAT) or with rumen-protected fat (RPF - 6% calcium
salts) during feedlot phase. Cows’ supplementation (369 g crude protein and 2.11 Mcal/d)
started after 124 + 21 d of gestation. Total nutrient digestibility was evaluated by total feces
collection. a-amylase activity was analyzed in pancreas tissue using a commercial Kit.
Duodenal and jejunal samples were taken to analyze the expression of SLC5A1, CD36, and
CCK mRNA genes and villi morphometry. Progeny from not supplemented cows and fed RPF
had the lowest dry matter intake. Feeding RPF decreased (P < 0.01) the intake of non-fiber
carbohydrates, crude protein, and starch, whilst increasing the digestibility (P < 0.01) of dry
matter, organic matter, neutral detergent fiber, crude protein, ether extract, starch, and total
digestible nutrients. Inclusion of RPF decreased starch content in feces (P < 0.01) and fecal
output (P < 0.01), whereas increased fecal pH (P < 0.01). Maternal supplementation tended to
decrease (P = 0.07) villus height of duodenum, whereas the inclusion of RPF tended to decrease
crypt depth (P = 0.07) of the jejunum of the progeny. Specific activity of pancreatic a-amylase
was unaffected by maternal supplementation (P > 0.28) or RPF inclusion (P > 0.87). Duodenal
expression of SLC5A1, CD36, and CCK mRNA increased in progeny from not supplemented
cows. Supplementation of beef cows during mid to late gestation does not alter the apparent

digestibility of nutrients in the offspring during the finishing phase. However, it decreases the
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expression of SLC5A1, CD36 and CCK mRNA in the duodenum. Steers fed rumen-protected
fat have a lower intake in the feedlot, but they have better nutrient digestibility.
Keywords: calcium salts, fetal programming, gene expression, maternal supplementation,

pancreatic a-amylase activity.

INTRODUCTION

Maternal nutrition during pregnancy has potential effects on fetal growth, development
and long-term nutrient utilization by the offspring. Those impacts have been studied in
ruminants since the 1950s (Greenwood et al., 2010) based on the concept of fetal programming,
that emerged aiming to understand how changes in metabolic pathways, due to maternal
nutrient supply, modify offspring development (Duarte et al., 2012). Nutritional restriction in
pregnant cows led to a reduced number of muscle fibers and marbling (Du et al., 2013), reduced
tenderness and backfat thickness (Underwood et al., 2010) and lower carcass weight
(Greenwood et al., 2009) in the progeny. Under tropical conditions, mid to late-gestation in
beef cattle systems coincides with the season of low forage quality and quantity (Silva et al.,
2017), leading, in this case, to a possible nutritional restriction in cows.

Few studies evaluated the consequences of fetal programming on the gastrointestinal
tract (GIT) of adult ruminants, even though it plays an essential role in the whole organism
(Guilloteau et al., 2010), affecting nutrient utilization by the offspring from suckling to
finishing phases (Pefiagaricano et al., 2014). Considering that both moderate nutrient restriction
during pregnancy and lipid supplementation during feedlot can improve the efficiency of
energy utilization, the last stage of beef production is one opportunity to investigate these
coupled effects on progeny development and nutrient assimilation later in life.

In beef feedlots, lipids are strategical for increasing dietary energy density as well as

reducing the risk of acidosis due to the lower inclusion of starch (Ladeira et al., 2012).



51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

62

Moreover, the use of calcium salts of fatty acids may allow lipid use without deleterious effects
on rumen, reported when high amounts of unprotected sources are fed (Palmquist and Mattos,
2011). Supplementation of polyunsaturated fatty acids (PUFA) can regulate the gene
expression in muscle (Hiller et al., 2012) and adipose tissue (Warner et al., 2015) through
changes in transcription factors (Waters et al., 2009). Although PUFA are known to upregulate
small intestinal CD36 (Van Schothorst et al., 2009) and fatty acid-binding protein (FABP)
expression in rats (Niot et al., 1997), and down-regulate in vitro expression of the intestinal
cholesterol absorption protein (NPC1L1) in humans (Alvaro et al., 2010), their effects on gene
expression in the GIT of cattle are not well elucidated yet.

We hypothesized that cows’ supplementation would lead to a decrease in absorptive
capacity and expression of genes responsible for glucose and fatty acid transport in the small
intestine of the progeny. In addition, rumen-protected fat would increase digestibility and
expression of genes involved in lipid metabolism in the small intestine of the progeny. The
aims were to evaluate the total nutrient digestibility of progeny from cows supplemented during
mid to late gestation, fed diets with or without rumen-protected fat in the feedlot. In addition,
the study had the objective to analyze gene expression of glucose and fatty acid transporter

genes in the small intestine of progeny, as well as a-amylase activity.

MATERIAL AND METHODS
All experimental procedures were conducted in accordance with the guidelines of the
Ethics Committee on Animal Use of the State University of S&o Paulo, under the protocol
number 174337/2015. The study was carried out at the research farm of Agéncia Paulista de

Tecnologia dos Agronegdécios, Colina and the Federal University of Lavras, in Brazil.

Experimental Design, Animals and Diets
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Forty-eight Nellore steers, averaging 21 £ 0.7 mo and 340 + 9.38 kg, were housed in
individual pens equipped with individual feeders and automatic water drinkers. Steers were
allotted in a completely randomized design using a 2 x 2 factorial arrangement, totaling 12
replicates per treatment. The treatments were: not supplemented dams (NS) or supplemented
dams (SUPP) during mid to late gestation; and feedlot diets: without rumen-protected fat
(NFAT) or with rumen-protected fat (RPF - 6% calcium salts) (Table 1).

Nellore cows were supplemented at 1 kg/dam/d of a protein supplement (369 g of crude
protein and 2.11 Mcal/day) after 124 = 21 days of gestation until birth, whereas not
supplemented Nellore dams received only mineral salt ad libitum. Groups of cows were allotted
in two 25-ha Brachiaria brizanta cv. Marandu paddocks with a stocking rate of 1.9 animal
unit/ha. During the peak dry-season months (June, July, and August), forage allowance reached
4.3, 4.0 and 6.4 kg DM/100 kg BW, whereas crude protein levels were kept around 7.5, 5.9,
7.4%, respectively. Supplementation met 100% of the average protein requirements for
pregnancy in SUPP cows. In contrast, NS dams were fed at 75% of the average protein
requirements for pregnancy, which was considered a moderate restriction (Rodrigues, 2018).
Cow weight (NS vs. SUPP) was similar at day 0 (during insemination period; 390.2 vs. 384.6 kg),
pre-calving (270 days after insemination; 468.7 vs. 479.9 kg), post-calving (45 d after calving;
424.1 vs. 436.6 kg) and at weaning (479.0 vs. 465.6 kg), regardless of supplementation. However,
the weight gain during pregnancy was greater in SUPP cows (79.2 vs. 95.3 kg), whereas it was
reduced during lactation (59.1 vs. 26.4 kg). The body condition score (BCS) was similar at day 0
(5.23 vs. 5.02) and pre-calving (5.24 vs. 5.39), but supplemented cows had increased BCS during
gestation (0.01 vs. 0.27 points).

Calves were weaned with 245 * 4 days, with no difference for weaning weight (205.5 vs.
207.3 kg), regardless of dam’s nutrition. After weaning, steers were raised together on Panicum
maximum cv. Tanzania pasture, supplemented with an energy-protein mineral mix at 0.3% BW

until feedlot start. Two doses of 1 mL each of anti-GnRF immunocastration vaccine, Bopriva
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(Zoetis, Campinas, Sao Paulo, Brazil) were administrated via subcutaneous injection on d —30
and 0 to feedlot start. The feedlot lasted 135 d, preceded by an adaptation period of 40 days to
diets and facilities. Half of the progeny from NS or SUPP cows was fed NFAT diet or RPF diet
during the feedlot period. Diets were fed ad libitum to ensure between 3 to 5% orts, in two

equal feedings at 0700h and 1400h daily.

Digestibility Trial

At the 77" day of the experimental period, total fecal output was manually collected for
each animal during three consecutive days. Feces were mixed each day, weighed, and
subsamples (approximately 400 to 500 g) were oven-dried at 55°C for 72 h prior to grinding
through a 1-mm screen. One composite sample was made for each steer, considering the fecal
output proportionally to each day. Orts were taken daily, oven-dried at 55°C for 48 h and then
ground through a 1-mm screen before analysis.

Total apparent digestibility of nutrients: dry matter (DMD), organic matter (OMD),
crude protein (CPD), ether extract (EED), non-fiber carbohydrates (NFCD), neutral detergent
fiber (NDFD), starch and total digestible nutrients (TDND) were analyzed. Feed, orts and fecal
samples from the digestibility period were analyzed according to the procedures of the
Association of the Official Analytical Chemists (AOAC, 1990) (CP, AOAC 984.13; Ash,
942.05; EE, 920.39; Moisture, 934.01). Non-fiber carbohydrates were obtained according to
Sniffen etal. (1992). The NDF content was analyzed according to the modified method by Van
Soest et al. (1991), using amylase (ISO 16472, 2006). Starch was analyzed according to Hall
(2009) procedure.

Fecal pH was determined after adding 100 mL of distilled deionized water into 50 g of
fresh feces using a pH meter (model HI 208; SPLabor, Presidente Prudente, S&o Paulo, Brazil)

according to Turgeon (1983).
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Animal Slaughter and Tissue Sample Collection

After feedlot, steers were slaughtered using the stunning concussion technique. Viscera
were removed after exsanguination, and full and empty small intestine (SI) masses were
determined. Organ weight data were correlated to the slaughter weight and expressed in
percentage. The Sl length was measured from pyloric valve to ileal-cecal junction with the aid
of a measuring tape. Samples from duodenum and jejunum were collected to analyze the
expression of intestinal genes and morphometry of villi. Demarcations of small intestine
sections were made according to Soto-Navarro et al. (2004), which the duodenum starts at the
pyloric sphincter and ends at the union of the gastrosplenic and mesenteric veins, whereas the
jejunum begins after the duodenum and ends at a point adjacent to the caudal end of the last
lymph node located next to the intestine. The sites and protocol for collection of small intestinal
samples for total RNA preparation were done according to Howell et al. (2003). All instruments
used for tissue collection were sterile. Samples were placed in tubes, transported in liquid
nitrogen and then stored at —80°C.

For morphological analyses, fragments of approximately 4-cm length of the duodenum
and mid-jejunum were taken to evaluate the villus height and crypt depth. Initially, samples
were washed in a 0.9% saline solution, pinned in a binding cover sheet with the villi faced
upwards and then fixed in 10% formalin for 48 hours. After fixation, tissues were dehydrated
with a graded alcohol series (80, 85, 90, 95 and 100% ethanol) and cleared in two sequences
of xylene. The material was embedded in paraffin and sectioned at 5 pum thick sections using a
rotary microtome. Three slides were made for each tissue sample per animal, totaling six
sections. Tissue sections were stained with hematoxylin and eosin following the method
described by Pluske et al. (1996a). A bright-field Olympus CX31 microscope coupled to an

Olympus SC30 camera (Olympus Corp., Tokyo, Japan) was used to capture histological images
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at 4x magnification (under immersion oil). Ten images per sample were analyzed by the
ImageJ® analyzing system. Fifteen villi and crypts in each sample were measured by the same
observer to evaluate the villus height (villus tip to the villus-crypt junction) and crypt depth

(depth of the invagination between adjacent villi).

Enzyme Activity and Gene Expression Analyses

At slaughtering, pancreas samples were taken and immediately placed in liquid nitrogen
to analyze a-amylase activity. Pancreatic tissue (200 mg) was homogenized in 1 mL of
Amylase Assay Buffer using an IKA T 25 digital ULTRA-TURRAX (Wilmington, NC).
Amylase activity was performed using a commercial kit (MAKO009; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) with a Multiskan GO spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA). Enzyme
activity data were expressed as units per g of protein. Protein concentrations were measured as
described by Bradford (1976), using bovine serum albumin (BSA) as standard.

For gene expression analyses, the design of target and reference primers was performed
using sequences that are registered and published in the GenBank at the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) platform (Table 2). For gene characterization, the open
reading frames (ORF) of the selected sequences were obtained using the ORFinder tool from
NCBI, and the sequences of the codified proteins were obtained using the translate tool from
the EXPASy protein bank. Primers were designed using OligoPerfect Designer software
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and synthesized by Invitrogen (Carlsbad, CA).

Total RNA was extracted from duodenum and jejunum samples and treated using a
commercial kit (SV TotalRNA Isolation System; Promega, Madison). The cDNA synthesis
was performed using the HighCapacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City), and samples were stored at —20° C. An MasterCycler RealPlex4 (Eppendorf,

Hamburg, Germany) was used with a SYBR Green detection system (Applied Biosystems,
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Foster City, CA) for quantitative gene expression analysis by reverse-transcription quantitative
PCR (RT-qPCR), set as follows: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, 40 cycles of 95°C for 15
sec, 60°C for 1 min, and 95°C for 15 sec. For each reaction, 1.0 uL cDNA (10 ng/uL), 0.3 pL
of each primer (1.5 uM; forward and reverse), and 5.0 uL SYBR Green Master Mix were
combined in a 10.0-pL/sample final volume in a 96-well MicroAmp Optical plate (Applied
Biosystems). The RT-gPCR analyses of each studied gene were performed using cDNA from
12 biological replicates, with two technical replicates per biological replicate. Relative
expression levels were calculated according to the method described by Pfaffl (2001), which
is based on Ct values that are corrected for the amplification efficiency of each primer pair.
Three reference genes were tested, and the best combination of endogenous control was chosen
using the web-based tool RefFinder, which selected g-actin and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) genes as more stable for duodenum and jejunum as a reference in

the calculation of the relative expression.

Statistical Analysis

All data were analyzed as a 2 x 2 factorial design using the GLM procedure (SAS Inst.,
Inc., Cary, NC) with rumen-protected fat supply (NFAT vs. RPF), maternal supplementation
(NS vs. SUPP) and their interactions as fixed effects in the model. Individual steers were the
experimental unit.

Gene expression of intestinal samples was analyzed using the GLM procedure of SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC, US). Shapiro-Wilk test was performed to assess the normality
of all collected data. When data were not normally distributed, they were transformed using
PROC RANK of SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, US). Means were considered significant
when P <0.05 and trends were discussed when 0.05 < P <0.10. When interactions were found,

means were compared using the Tukey's test at P < 0.05.
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RESULTS

Rumen-protected fat decreases (P < 0.01) the intake of DM, CP, NFC, and starch,
regardless of dam’s nutrition (Table 3). There was an interaction for NDF intake either kg/d (P
= 0.05) or %BW (P = 0.05), where progeny of NS dams fed NFAT diet had the greatest NDF
intake. The use of rumen-protected fat increased the digestibility (P <0.01) of DM, OM, NDF,
CP, EE, starch, and TDN. The digestibility of NFC was affected neither by maternal nutrition
(P = 0.60) nor by feedlot diet (P = 0.78). Maternal supplementation did not influence
digestibility of most nutrients (P > 0.11).

Rumen-protected fat decreases starch excretion in feces, either % or kg (P < 0.01), as
well as total fecal output (P < 0.01) (Table 4), whereas increased fecal pH (P < 0.01). Cows’
supplementation had no influence on these parameters (P > 0.21).

Full and empty small intestine masses were not affected (P > 0.28) by maternal
supplementation and diet (Table 5). However, small intestine length was influenced by the
interaction between maternal supplementation during gestation x feedlot diet, which progeny
from not supplemented cows and fed RPF had the shortest SI (P < 0.01). Relative to intestinal
morphometry, maternal supplementation tended to decrease (P = 0.07) villus height of
duodenum, not affecting crypt depth. On the other hand, the inclusion of rumen-protected fat
tended to decreased crypt depth (P = 0.07) of mid-jejunum, with no effect on villus height of
progeny.

Specific activity (U/g of protein) of pancreatic a-amylase (Fig. 1) was unaffected by
maternal supplementation (P = 0.28) or feedlot dietary supplementation with rumen-protected
fat (P > 0.87). Maternal supplementation decreased the duodenal expression of SLC5A1 (P <
0.001; Fig. 2A), CD36 (P < 0.01; Fig. 2B) and tended to decrease CCK expression (P < 0.06;

Fig. 2C) in progeny, with no effect on jejunal expression (Fig. 3). In addition, the inclusion of
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rumen-protected fat did not influence SLC5A1, CD36 and CCK expression at the duodenum

and jejunum sections of the small intestine of progeny (Fig. 2 and 3).

DISCUSSION

Previous studies have shown a decrease in DM and nutrient intake in animals fed RPF
(Shingfield et al., 2010; Wanapat et al., 2011). According to Aleen (2000), dry matter intake
(DMI) declines nearly 2.5% for each percentage unit of added calcium salts in the diet over
control. In the present study, with the inclusion of 6% calcium salts, DMI decreased by 3.1%
for each percentage unit added to diets. The reduction in feed intake may occur due to a higher
concentration of unsaturated fatty acids in the bloodstream, activating receptors in the satiety
controlling center, a phenomenon named chemostatic regulation of feed intake (Allen, 2000).
High plasma levels of long-chain fatty acids, in combination with gastric hormones, can act on
vagal afferents inhibiting gastric emptying via a vagovagal reflex, leading to hypophagic
effects (Chelikani et al., 2004). Under these circumstances, the reduced meal size is not
compensated by increased meal number (Harvatine and Allen, 2006). Energy intake also
supports the chemostatic regulation theory, since the dietary inclusion of fat did not result in
greater TDN intake (7.07 vs 5.98 kg TDN in NFAT and RPF, respectively, on average) mainly
because of the depressed DMI in steers fed calcium salts diets, even though this diet had around
4.0% more TDN. The lower acceptability of calcium salts diets (Ngidi et al., 1990), especially
at this high-inclusion rate (6%), could also have affected voluntary intake. Steers fed calcium
salts spend more time to start eating after feed delivery in addition to sniffing and digging
behaviors highly manifested even after an adaptation period (Vandoni et al., 2010).

Other hypophagic effects of long-chain fatty acids, including reductions in digesta
viscosity (Mir et al., 2006) and gastrointestinal motility (Drackley et al., 1992), may have

impaired feed intake. Both effects are associated with the secretion of cholecystokinin (CCK),
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a neuropeptide secreted from duodenal | cells that acts as a short-term regulator of feed intake
(Gibbs et al., 1993). This hormone, encoded by the homonymous gene CCK, stimulates
gallbladder contractions and pancreatic exocrine secretion, increasing nutrient absorption
(Allen, 2000). Cholecystokinin also interacts with vagal afferent neurons that inhibit satiety
centers of the central nervous system, slowing gastric emptying (Reidelberger, 1994). Dietary
fat and protein are the most potent stimulants of CCK secretion (Roche et al., 2008). However,
in our study, RPF inclusion did not alter CCK mRNA expression in steers. Cholecystokinin
expression is mostly regulated by feed intake, but glucocorticoids and pancreatic polypeptides
are associated likewise (Hansen, 2001). In humans, transcription factors involved in activation
of CCK include the E-box element, the CRE/TRE, and the GC-rich region, whereas those
related to the maturation of CCK-producing cells and CCK expression are NeuroD/BETA2,
Pax4 and PDX-1 (Nielsen et al., 1996). Nevertheless, so far, no relationship has been
established between these transcription factors and unsaturated fatty acids. It is likely that
effects taking place at the post-transcriptional level may have acted since elevated plasma
cholecystokinin concentration in response to supplemental fat was observed by Choi et al.
(2000) and Lin et al. (2017). The CCK mRNA abundance in duodenum increased in cows fed
or infused with canola oil in the abomasum, leading to an increase in plasma CCK
concentrations (Chelikani et al., 2004).

The lower NFC and starch intake in steers fed RPF were driven by their reduced DMI
in addition to the low inclusion of ground corn, the primary source of starch, that was replaced
with calcium salts in RPF diets.

The increased apparent digestibility of nutrients was probably not a direct effect of RPF
inclusion but a result of the lower DMI, which would have reduced passage rate (Ngidi et al.,
1990). Reductions in DMI commonly improve diet digestibility because of the extended

retention time of particles in the gastrointestinal tract, increasing the extent of digestion and
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making feed particles more accessible to rumen microorganisms and intestine enzymes
(Chilliard et al., 1998). Ether extract digestibility increased because RPF, primarily comprised
of polyunsaturated fatty acids, are easily digestible in the post-rumen tract (Boerman et al.,
2015). As a result, OM digestibility also improves (Voigt et al., 2006; Bain et al., 2016).
Although ether extract content was higher in RPF diets (7.6% on a DM basis), the inclusion of
rumen-protected fat impaired neither fiber nor NFC digestion.

A meta-analysis of 11 experiments with beef cattle suggested that dietary NDF (range
= 7.5 to 35.3%) was positively correlated with DMI but negatively correlated with digestibility
(Arelovich et al., 2008). This correlation elucidates the highest NDF intake (%BW) in NFAT-
fed steers from NS dams, whilst the opposite is true for RPF-fed steers from NS dams. Even
though sugarcane bagasse was added at 12.7 %DM in both diets, acting primarily as a source
of physically effective fiber to maintain a healthy rumen ecosystem, it may have affected the
passage rate, stimulating rumen motility and then increasing nutrient and NDF intake.

A considerable decrease in starch content in feces is expected in diets with lower starch
content (38.7 in RPF vs. 43.0 in NFAT %DM), especially considering the greater starch
digestibility in steers fed RPF. Total-tract starch digestibility and fecal starch have a strong
linear relationship (Fredin et al., 2014). Pancreatic a-amylase is the primary enzyme
responsible for hydrolyzing starch to maltose, maltotriose and a-limited dextrins in the
proximal portion of the duodenum (Sissons, 1981; Harmon, 1993). These substances are
subsequently degraded by disaccharidases into glucose, which is primarily absorbed via the
sodium-dependent glucose transporter 1 (Wright and Loo, 2000). Walker and Harmon (1995)
reported a decrease in a-amylase secretion when partially hydrolyzed starch was infused post-
ruminally, even with greater pancreatic juice secretion. This result was corroborated by
Swanson et al. (2002), showing that a-amylase activity decreases when glucose or partially

hydrolyzed starch are infused post-ruminally in beef steers. On the other hand, when the
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intestinal flow of protein is maintained, a-amylase activity in lambs increased by a high-starch
diet (Swanson et al., 2000), indicating that both dietary starch or protein are primary regulators
of a-amylase activity. Given that intestinal flow of microbial protein increases as ruminal
organic matter increases, a consequence of greater DMI, our hypothesis is that pancreatic a-
amylase activity did not reduce in steers fed NFAT due to the greater protein supply (22.2%
more CP, regardless of dam’s nutrition), reducing a likely negative feedback of starch on a-
amylase activity, as reported by Richards et al. (2003). In addition, lipids from RPF diets are
not an energy source for bacteria growth. The regulation of a-amylase secretion and activity in
response to carbohydrates is complex. It is not wholly elucidated whether the possible negative
feedback of starch on a-amylase secretion and activity is a result of the greater amount of
carbohydrate in the lumen of the small intestine or the increased intestinal glucose absorption
(Harmon et al., 2004).

Low fecal pH was related to the large quantity of starch in feces of feedlot cattle fed
high-grain diets (Oliveira et al., 2015). Consequently, more starch flows to the large intestine,
resulting in secondary fermentation and increased production of short-chain fatty acids that
decreases pH (Depenbusch et al., 2008). Gressley et al. (2011) reported that the quantity of
starch flowing to the large intestine might potentially lead to hindgut acidosis. As a result, fecal
pH follows the patterns of the lower GIT and rumen, which had a pH decreased by the
production of volatile fatty acids (VFA) and potentially high lactic acid levels when high-
concentrate diets were fed (Herndndez et al., 2014).

Although nutrient inadequacies generally lead to reduced small intestine (SI) length in
several species (Wang et al., 2005; Meyer et al., 2014), progeny from not supplemented cows
and fed without rumen-protected fat diet had the longest SI. Rodrigues (2018), using the same
cows and calves in a cow/calf trial until weaning, reported longer small intestine in calves from

not supplemented dams. Therefore, dams’ supplementation during mid to late gestation has
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long-term effects on small intestine length when low lipid diet was used. On the other hand,
progeny from not supplemented cows and fed RPF diet had decreased Sl length, a response
probably associated to their low DMI, since positive correlation (r = 0.32) between Sl length
and DMI was found in feedlot steers and heifers (Meyer et al., 2014). This fact demonstrates
the plastic nature of small intestine, influenced not only by maternal nutrition but also by recent
nutritional and environmental stimuli. Therefore, progeny from not supplemented dams were
more diet-responsive later in life.

Intestinal morphology is directly reflected by villus height and crypt depth (Liu et al.,
2008) since they play an essential role in nutrient absorption (Mir et al., 1987). The effects of
maternal nutrition on the size and function of the digestive tract are considerable because of
their potential effects on the availability of nutrients to the offspring during pre and post-natal
phases. Overall, sheep and rat fetuses that suffered from intrauterine growth restriction are born
with immature small intestine, with lower villus height and crypt depth, suggesting smaller
functional area (Trahair et al., 1997; Meyer and Caton, 2016). On the other hand, studies in
cattle demonstrate greater small intestine length and villi length in fetuses from restricted dams
(Duarte et al., 2013). Rodrigues (2018) reported no differences in villus height between calves
from NS and SUPP dams. However, crypt depth increased in calves from SUPP dams, probably
because those calves were still performing villus growth. This suggests an earlier intestine
development in progeny from not supplemented cows as a mechanism to enhance nutrient
absorption in a potentially challenging environment. In addition, this effect has been kept
during the finishing phase, since villus height tended to be higher in progeny from NS dams.
Considering that small intestine has great plasticity and it is strongly influenced by recent
nutritional and environmental stimuli (Meyer et al., 2010), refeeding could have caused greater
growth and vascularization of the intestinal tissue, contributing toward villus height growth in

progeny from not supplemented cows. Therefore, the results above demonstrate the long-term
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effects of maternal supplementation on small intestine length and villi morphology of progeny.
Although studies on the intestinal morphology of growing steers are scarce, both villus height
and crypt depth were positively correlated to voluntary feed intake in pigs (Pluske, 1996b).
Therefore, the lower DMI reported in steers fed RPF could be an explanation for the decrease
in crypt depth in the jejunum, since low feed intake may have a negative impact in the
proliferation of undifferentiated cells in the crypts (Moreira et al., 2016).

Sodium-dependent glucose transporter 1 (SGLT1), encoded by the SLC5A1 gene (Liao
et al., 2010), is considered the primary mechanism by which glucose and most other
monosaccharides cross the brush border (Hediger and Rhoads, 1994). The CD36, also known
as FA translocase, is a transmembrane protein that binds to long-chain fatty acids, mediating
fatty acid uptake (Nassir et al., 2007). It coordinates fatty acid and cholesterol incorporation
into esters for chylomicron production (Nauli et al., 2006; Pepino et al., 2014). Protein
restriction during pregnancy increased mRNA expression of SLC5AL1 in the duodenum of adult
rats, with no effect on other intestinal segments (Pinheiro et al., 2013). This study evidences
the long-term effects of maternal nutrition on the expression of intestinal transporter genes in
progeny, and it agrees with our results, in which greater duodenal expression of SLC5AL,
CD36, and CCK in steers born from not supplemented cows was found. Significantly enhances
of duodenal SLC5A1 and CD36 expression would provide a higher intestinal capacity to absorb
glucose and fatty acids, respectively, suggesting a compensatory mechanism programmed in
utero. These responses agree with the ‘thrifty phenotype’ hypothesis, which states that nutrient
restriction during pregnancy triggers adaptive responses to maximize nutrient use (Neel, 1999).
Rodrigues (2018) also observed higher expression of SLC5A1, but not CD36, 24h after birth in
calves born from NS cows. Ma et al. (2012) reported that ewes fed 50% NRC dietary
requirements during mid-gestation had increased CD36 mMRNA expression levels in

cotyledonary tissue when compared to ewes fed 100% requirements.
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Much of the long-term effects of fetal nutrition on mammalian metabolism occur
through epigenetic changes in chromatin structure by histone acetylation or DNA methylation,
modulating gene expression (Wu et al., 2006). Therefore, our study demonstrates that
inadequate nutrition during pregnancy may permanently affect progeny via gene expression
modifications in the small intestine. To date, it is the first study to show that maternal nutrition

affects the long-term expression of intestinal transporters in beef steers.

CONCLUSION
The supplementation of beef cows during mid to late gestation does not alter nutrient
digestibility by the offspring in finishing phase. However, progeny from nutrient-restricted
dams have higher expression of membrane transporters genes in the duodenum. Rumen-
protected fat improves nutrient utilization in the feedlot, with no impact in the expression of

intestinal genes in steers.
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724  Table 1. Ingredients and chemical composition of experimental diets

Ingredient, % of DM NFAT RPF
Sugarcane bagasse 12.7 12.7
Coarsely ground corn? 73.8 66.4
Cottonseed meal 10.0 11.4
Calcium salts? - 6.0
Mineral supplement® 3.0 3.0
Potassium chloride 0.5 0.5

Chemical composition, % of DM

DM, % 89.0 89.4
CP 14.4 14.4
NDF 19.2 18.9
NFC* 56.8 51.0
Starch 43.0 38.7
EE 2.8 7.6
ME?®, Mcal/kg DM 2.80 2.98

725  Flint corn.

726  ?Rumen-protected fat, calcium salts of soybean fatty acids. Assurance levels per kilogram of
727  product: ether extract (min.): 820.00 g/kg, Moisture (max.): 50 g/kg, Ca (min.): 67 g/kg, Ash
728  (max.): 200 g/kg (Nutricorp, Aracatuba, SP, Brazil).

729  S3Assurance levels per kilogram of product: Ca: 131 g, P: 15.3 g, Na: 53 g, S: 41 g, Mg: 17.2 g,
730  Zn:1.491 mg, Cu: 452 mg, Mn: 463 mg, F: 106 mg, Co: 59 mg, I: 43 mg, Se: 6 mg, Monensin:

731 0.775 g/kg, Equivalent Crude Protein from NPN (min.): 108.5%, CP (min.): 110.7%.
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733

“Non-fiber carbohydrates calculated according to Sniffen et al. (1992).

®ME = TDN (g/kg DM) x 4.4 x 0.82 (Carvalho, 2015).
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Table 2. Primers sets used to quantify mRNA expression of genes in duodenal and jejunal epithelia using quantitative real-time PCR

Accession Amplicon,
Gene Abbreviation Primer sequences Rz  Efficiency
number pb
Solute Carrier Family 5 F ATGGACAGTAGCACCTGGAG
SLC5A1 AF508807.1 115 0.986 99
member 1 R GTCCCAGTACCAGTCCCTCA
F GTGATGAGAAGGCGGAAATG
Cluster of differentiation 36 CD36 NM_001278621.1 94 0.996 945
R ACCACACCAACACTGAGCAA
F AAGTGACCGGGACTACATGG
Cholecystokinin CCK NM_001046603.1 123 0.954 98
R CCTTTGAGTCAGGAGGTTGC
F GTCCACCTTCCAGCAGATGT
S-actin p-actin NM_173979.3 90 0.998 105
R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT
Glyceraldehyde-3-phosphate F CATTGCCCTCAACGACCACTT
GAPDH NM_001034034.1 78 0.995 98

dehydrogenase

R TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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Table 3. Body weight during digestibility trial, intake and digestibility of progeny from not

supplemented (NS) or supplemented (SUPP) cows, fed diets without (NFAT) or with (RPF)

rumen-protected fat

NS SUPP P - Value
em NFAT RPF  NFAT  RPF SEM MN  Diet MNxD
BW 4350 399.2 4268 4152 119 074 0.05 0.30
Intake, kg/day
DM 835  6.28 8.13 709 031 033 <0.01 0.09
CP 1.33 0.9 1.19 1.01 008 063 <0.01 0.22
NDF 1.74¢ 116" 1572 1.31° 0.07 0.88 <001 0.05
NFC 496  3.00 4.76 327 020 088 <0.01 0.24
Starch 372 207 3.40 232 018 084 <0.01 0.12
Intake, %/BW
DM 2.08  1.69 2.04 1.75 006 082 <0.01 0.34
CP 030  0.24 0.27 024 001 042 <0.01 0.29
NDF 0.39*  0.29° 035" 031° 001 037 <001 0.05
Starch 081 054 0.77 055 003 063 <0.01 0.37
Apparent digestibility, %
DM 726 710 72.6 776 100 076 <0.01 0.72
oM 766  79.9 76.5 804 096 097 <0.01 0.63
NDF 480  56.2 46.6 543 173 034 <0.01 0.89
NFC 849 844 85.4 852 083 060 078 0.92
CP 76.7 819 75.9 820 126 078 <0.01 0.71
EE 909  97.2 89.4 9.9 054 011 <0.01 0.25
Starch 794 904 82.6 89.0 266 073 <0.01 0.37
TDN 86.1  89.1 85.6 899 073 083 <0.01 0.41

MN= maternal nutrition.



741

742

743

744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770

86

Table 4. Starch in feces, fecal DM output and fecal pH of progeny from not supplemented (NS)
or supplemented (SUPP) cows, fed diets without (NFAT) or with (RPF) rumen-protected fat
NS SUPP P - Value
Item SEM
NFAT RPF  NFAT RPF MN  Diet MNxD

Fecal DM output, kg 2.20 1.39 2.23 143 015 0.80 <0.01 0.96
Starch in feces, % 20.8 9.94 21.9 108 116 039 <0.01 0.95
Starch in feces, kg 0.45 0.14 048 014 0.04 056 <0.01 0.70
Fecal pH 5.86 6.07 5.87 6.17 004 021 <0.01 0.35

MN= maternal nutrition.
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Table 5. Small intestine mass, kg and %BW, small intestine (SI) length, villus height and crypt

depth, um, in different segments of the small intestine (duodenum and mid-jejunum) of progeny

from not supplemented (NS) or supplemented (SUPP) cows, fed diets without (NFAT) or with

(RPF) rumen-protected fat

SUPP P - Value

ltem SEM

NFAT RPF  NFAT RPF MN Diet MNxD
Full S, kg 152 145 150 149 064 077 0.50 0.59
Empty SI, kg 130 121 125 124 054 094 0.30 0.41
g Sl/kg BW 298 295 284 287 123 039 099 0.81
Empty SI, %BW 288  2.87 274 282 009 028 0.70 0.61
SI, m 36.1° 32.1° 33.12P 344% 081 070 0.10  <0.01
Duodenum, pm
Villus height 1580 1670 1401 1537 897 0.07 0.18 0.78
Crypt depth 1257 1260 1260 1205 853 0.75 0.75 0.72
Mid-jejunum, pm
Villus height 1625 1537 1610 1670 9.80 052 0.88 0.43
Crypt depth 1234 1184 1310 1119 691 093 0.07 0.28

MN= maternal nutrition.
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Figure 1. Specific activity, U/g of protein, of pancreatic a-amylase of progeny born from not
supplemented (NS — white bars) or supplemented (SUPP — shaded bars) cows, fed diets without

(NFAT) or with (RPF) rumen-protected fat. SEM = 139.81.
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Figure 2. Epithelial expression of SLC5A1 (A), CD36 (B) and CCK (C) mRNA at the duodenal
section of the small intestine of progeny born from not supplemented (NS — white bars) or
supplemented (SUPP — shaded bars) cows, fed diets without (NFAT) or with (RPF) rumen-

protected fat.
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Figure 3. Epithelial expression of SLC5A1 (A), CD36 (B) and CCK (C) mRNA at the jejunal
section of the small intestine of progeny born from not supplemented (NS — white bars) or
supplemented (SUPP — shaded bars) cows, fed diets without (NFAT) or with (RPF) rumen-

protected fat.



