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RESUMO

Gabriela Garbossa. Suplementacdo com levedura autolisada melhora eficiéncia de fagécitos

sanguineos e reduz pneumonias em novilhos terminados em confinamento.

O uso de aditivos alimentares a base de levedura tem sido estudado com o intuito de melhorar
0 desempenho e imunidade dos animais sob manejo intensivo. E, embora existam muitas
pesquisas utilizando leveduras para melhorar o desempenho dos animais, poucos sdo os estudos
com levedura autolisada em bovinos de corte visando melhora no sistema imune e
consequentemente diminuicédo da incidéncia de afeccGes respiratorias. Neste contexto, realizou-
se um experimento onde novilhos inteiros %2 sangue Angus, foram confinados durante 105 dias
e receberam um dos trés tratamentos: Controle; Lev 4— dieta com leveduras (4g animal dia) e
Lev 7— dieta com leveduras (7g animal dia). Nos dias 0, 14, 42, 70 e 105 do confinamento
avaliou-se hemograma, metabolismo oxidativo neutrofilico, haptoglobina sérica, incidéncia de
secrecdo nasal mucopurulenta e temperatura orbital. No dia do abate colheu-se fragmentos de
pulmdo para avaliacdo histopatologica e analisou-se ocorréncia e extensdo de lesGes
pulmonares. Observou-se maior metabolismo oxidativo nos grupos tratados a partir do dia 42
comparado ao grupo controle (D42 P=0.04; D70 P=0.02 e D105 P=0.10), bem como, mais
animais nos grupos tratados, sem secre¢do nasal (D70 Lev 4g e Lev 7g P=0.001; D105 Lev 4g
P=0.001) e menores temperaturas (D105 Lev 4g P=0.04). Estes incrementos imunes
promoveram menos pneumonias nos grupos tratados (P=0.05) e também, com menor
severidade (P=0.01), permitindo inferir que a levedura autolisada incluida na dieta em ambas
as doses (4 g e 7g) melhora a imunidade inata e a salde do trato respiratério dos animais

confinados.

Palavras-chave: aditivos; confinamento; metabolismo oxidativo; pneumonia.



ABSTRACT

Gabriela Garbossa. Supplementation with autolyzed yeast improves the oxidative burst and

reduces pneumonia in feedlot steers.

The objective was to evaluate whether dietary supplementation with autolyzed yeast influences
immunity and respiratory health in feedlot cattle. A randomized longitudinal experimental trial
was conducted with 36 steers (Nelore X Angus) for 106 days: control (n=10): diet without yeast;
Y4 (n=12): yeast diet (4 g per animal per day); and Y7 (n=7): yeast diet (7 g per animal per
day). On days 0, 14, 42, 70, and 105, blood counts, leukocyte oxidative metabolism, and serum
haptoglobin were evaluated to determine immune status, and the health of the respiratory tract
was evaluated by nasal secretion frequency and orbital temperature. On slaughter day, a lung
evaluation was performed. On days 42, 70 and 105 of feedlot finishing, the treated animals
showed increased neutrophil oxidative metabolism (D42 P=0.04; D70 P=0.02 e D105 P=0.10)
compared to the control group. These animals had a lower frequency of nasal secretion (D70
Y4 g and Y7g P=0.001; D105 Y4 g P=0.001) and a lower orbital temperature (D105 Y4 g
P=0.04). These immune increments promoted less pneumonia in the treated groups (P = 0.05)
and also, with less severity (P = 0.01), allowing us to infer that the autolyzed yeast fed a diet in

both doses (4 g and 7 g) improves innate immunity and respiratory tract health of feedlot cattle.

Key words: additives, feedlot, oxidative metabolism, pneumonia.
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1. INTRODUCAO

A agropecudria brasileira é essencial na economia do pais, seja na producao de alimentos
para 0 mercado interno e externo ou mesmo na geracdo de emprego e renda. Dentre as
atividades de destaque do agronegdcio nacional, a bovinocultura de corte tem se sobressaido,
onde o Brasil é atualmente, lider mundial na exportacéo de carnes (GOMES et al., 2019).

Devido a alta demanda de carne pelo mercado consumidor, tem-se intensificado a
producéo de carnes pelo sistema de confinamento, sistema que proporciona vantagens como a
terminacdo de animais mais precoces em qualquer época do ano e maior qualidade da carne
(SILVA et al., 2018).

No entanto, situagdes comumente vivenciadas no confinamento como a intensificagéo
da producdo, 0 manejo de animais, o transporte prévio, as mudancas dietéticas, juntamente com
a aglomeracdo de animais em espacos mais restritos podem, comumente, resultar no
aparecimento de doencas, especialmente as infecciosas em decorréncia de déficit de imunidade
(FULTON et al., 2009).

Por isso, as doencas respiratérias ainda sdo a principal causa de morbidade e mortalidade
em bovinos sob sistema de confinamento, causando perdas econémicas substanciais resultantes
da diminuicdo da eficiéncia alimentar, aumento dos custos de producao, perda de sanidade do
rebanho e pior qualidade de carcacas (CHIRASE et al., 2004, EDWARDS, 2010).

Visando atenuar os efeitos mencionados, o uso de aditivos na dieta dos animais
confinados mostra-se como uma alternativa interessante e de facil aplicabilidade, dado o seu
potencial melhorador de desempenho e imunidade, refletindo melhor saide e bem-estar dos
animais. Com as recentes restricdes governamentais e eliminacdo do uso de antibioticos
melhoradores de desempenho na alimentacdo animal na Unido Européia e Estados Unidos,
houve um aumento significativo no interesse no uso de produtos alternativos, incluindo aqueles
produtos contendo leveduras (SHURSON, 2018).

As leveduras sdo microrganismos vivos, amplamente utilizados, especialmente desde
que foram reconhecidos como aditivos alimentares na Europa (FRANCA; RIGO, 2012). Os
efeitos de preparac6es especificas de leveduras sobre o ambiente ruminal e o desempenho de
ruminantes ja foram documentados e ainda geram interesse cientifico, uma vez que ainda nao
foram completamente elucidados. (ARMATO et al., 2016). Ha inameros aditivos alimentares

a base de leveduras, porém, os nutricionistas animais estdo ainda incertos sobre quais
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formulacbes tem maior potencial para melhorar a saide e o desempenho animal, de forma
eficiente (SHURSON, 2018).

Tal fato ocorre porque a levedura, bem como seus componentes (parede celular), séo
conhecidos por serem fonte de vitaminas, enzimas, peptideos, aminodcidos, carboidratos
funcionais e alguns cofatores ndo identificados, os quais sdo Uteis para aumentar a atividade
microbiana no rimen (NEWBOLD et al., 1996).

Além disso, as leveduras vivas, aumentam o nimero de bactérias celuloliticas no ramen,
sendo eficazes no consumo de oxigénio e aumento da populagdo bacteriana total, permitindo
maior extracdo de energia da dieta e, por consequéncia, melhoram o desempenho dos animais
(WALLACE, 1994, NEWBOLD et al., 1995). Entretanto, sua utilizacdo é comumente
questionada, uma vez que a sua acdo no organismo animal depende de fatores como a
concentracdo, viabilidade de células e introducgéo constante da levedura no rimen junto a dieta,
tendo em vista que a temperatura e o pH ruminal impedem sua sobrevivéncia prolongada no
ambiente ruminal (FRANCA,; RIGO, 2012, PIRES, 2012).

Ja as leveduras autolisadas sdo o resultado do processo de degradacdo celular
ocasionado pelas proprias enzimas da levedura, as quais podem solubilizar o0s seus
constituintes, componentes da sua parede celular e intracelulares, tornando-os prontamente
disponiveis (TANGULER; ERTEN, 2009). Sua formulacdo mais comum é a base de
Saccharomyces cerevisiae e, conforme sua manipulacdo, pode ser composta por 29-64% de
Beta-glucanas, 31% de mananoligossacarideos, 13% de proteina, 9% de lipideos
(BORTOLUZZI et al., 2018).

A suplementacdo dietética com componentes da parede celular de levedura,
demonstrou diminuir o nimero de bactérias gram negativas, por atuarem como ligantes de alta
afinidade, removendo estas bactérias do trato digestdrio e impedindo sua colonizacéo, além de
atuarem aumentando o nimero de bactérias celuloliticas, o que contribuiu para a manutencao
do pH ruminal em niveis fisioldgicos (NEUBAUER et al., 2018).

Tanto a levedura Saccharomyces cerevisiae, quanto os produtos derivados da sua parede
celular, tem acdo imunomoduladora (KOGAN; KOCHER, 2007). Enquanto o0s
mananoligossacarideos podem ativar a resposta imune sem induzir uma resposta inflamatéria
exacerbada, possivelmente pela inducdo de citocinas reguladoras, estimulando a migracao de

células do sistema imune para determinados locais de acdo, os Beta Glucanos aumentam a
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funcionalidade de macréfagos e neutrofilos (WILLIANS et al., 1996, OLIVEIRA et al., 2010,
OLLE et al., 2017).

Desta maneira, pesquisas ja identificaram que a suplementacdo com leveduras melhora
a imunidade do bovinos leiteiros, seja por diminuir a contagem de células sométicas no leite,
por diminuicdo da incidéncia de diarreia em bezerros, ou por aumentar a resposta humoral
frente & imunizacdo contra rotavirus (HENRICHS et al., 2003, FRANKLIN et al., 2005,
OLIVEIRA et al., 2010).

Ja em bovinos de corte, as pesquisas sdo focadas na melhoria da performance e poucas
estudaram a satde animal. Apenas Keyser et al. (2007) e Finck et al. (2014) notaram que a
suplementacdo com levedura trouxe algum tipo de beneficio contra o complexo respiratério
bovino, seja por reduzir a morbidade, mortalidade ou o nimero de tratamento dos bovinos
confinados, ndo sabendo exatamente por qual mecanismo imunoldgico.

Frente a limitadas informacGes sobre os efeitos da suplementacdo com leveduras no
sistema imunoldgico e na saude de novilhos de corte, o presente estudo objetivou avaliar a
imunidade inata de novilhos confinados e a incidéncia de afeccOes respiratorias destes animais
em confinamento, recebendo tratamento diario de 0, 4g e 7g de levedura autolisada na dieta,
por animal/dia.

Caso seja observada melhora na imunidade dos animais suplementados com leveduras
autolisadas na dieta durante o periodo experimental, possibilitar-se-a menores custos de
producdo para o0s pecuaristas, incluindo aqueles voltados ao manejo e tratamento de
pneumonias, além de maior bem-estar aos animais confinados e reducdo do uso de

medicamentos profilaticos ou curativos que deixam residuos na carcaca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Imunidade

Diariamente os animais estdo expostos a diferentes patdgenos, mas a maioria deles se
mantem higido gragas ao sistema imune eficiente, que por meio de uma complexa rede de
tecidos, células e moléculas, combatem os agentes estranhos ao organismo (SORDILLO, 2016).

Embora a imunidade seja composta por dois sistemas: a inata ou inespecifica e a
imunidade adaptativa, ou especifica, o sistema imune inato é a primeira linha de defesa,
neutralizando uma ampla variedade de patdgenos, e € ele que recruta o sistema imune
adaptativo, que s6 desenvolvera uma resposta especifica aos patdgenos apds contato prévio, o
que podera levar de horas até varios dias (AITKEN et al., 2011, SORDILLO et al., 2016).

Assim os componentes do sistema imune inato respondem de imediato a qualquer lesdo
tecidual, por meio de barreiras fisicas e mecanicas, fagocitos, endotélio vascular e mediadores
soluveis. As barreiras fisicas como pele, lagrima e muco, fazem a primeira protecdo, mas se 0s
patogenos forem capazes de burlar esses mecanismos, os demais componentes do sistema
imune inato agem imediatamente (SORDILLO et al., 2016).

Neste momento sdo acionados os fagdcitos residentes do tecido como macrdfagos e
células dendriticas, ou os fagdcitos da circulacdo, como neutréfilos e mondcitos, que
reconhecem moléculas de superficie existente apenas em patdgenos, chamadas de padrbes
moleculares associados a patdgenos, por meio de receptores de reconhecimento, tais como 0s
Toll-like. (KUMAR et al., 2011). Ent&o os patdgenos sao encapsulados em fagossomos, e seréo
destruidos pelo metabolismo oxidativo e sistemas ndo dependentes de oxigénio
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

No metabolismo oxidativo, ha ativacdo da enzima NADPH oxidase, que catalisa a
reducdo da molécula de oxigénio em anion superéxido, de modo que a reacdo depende da
continua reducdo de NADP em NADPH, gerada pelo aumento da glicélise pela via das
pentoses, sendo os produtos, de atividade microbicida (AFONSO et al., 2002).

Se estas células ndo conseguirem eliminar os patdgenos, eles produzem quimiocinas,
proteinas sollveis, que tém a funcdo de quimioatrair mais fagécitos como neutréfilos e
mondcitos para o sitio inflamatdrio. Eles também produzem citocinas que potencializam a a¢éo
celular resultando em resposta inflamatoéria mais intensa (KUMAR et al., 2009).

Os neutrofilos, também possuem granulos, contendo proteinas antibacterianas

(catepsinas, defensinas, lactoferrina e lisozima) responsaveis pela lipoperoxidacdo da
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membrana dos patdgenos. Tanto o sistema NADPH como os granulos podem permanecer nos
fagossomos ou ir para 0 meio extracelular, atuando entdo nos patogenos intra ou extracelulares,
respectivamente (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Como a graduacdo da resposta
inflamatoria é dependente do nimero e da patogenicidade dos patdgenos e da quantidade de
citocinas pré inflamatérias e quimiocinas secretadas, esses mecanismos podem ocorrer de
forma exacerbada, gerando dano tecidual adjacente, devido a excessiva degranulacdo
neutrofilica e do metabolismo oxidativo. Em resposta a isso, algumas proteinas de fase aguda
e citocinas regulatérias sdo produzidas, a fim imunomodular a resposta inflamatéria, evitando
que os danos patoldgicos sejam intensos, protegendo o hospedeiro (THOTOVA et al., 2014;
(CARRETTA et al., 2016).

2.1.1 Como identificar inflamacéo/infeccéo

Desta maneira, torna-se importante identificar e graduar o processo inflamatorio que
ocorre no organismo animal, a fim de intervir para que este processo nao gere ainda mais danos.

A anélise da série branca sanguinea, também chamada de leucograma, permite avaliacdo
quantitativa e diferencial dos leucécitos (NAOUM; NAOUM, 2008). Através deste, é possivel
inferir se ha um processo inflamatorio/infeccioso ativo no organismo animal e, ainda, a
intensidade deste processo (TRHALL et al., 2004). No entanto, este processo é mais tardio e,
em bovinos, a resposta leucocitaria ndo é tao intensa como nas demais espécies, especialmente
em relacdo ao aumento do numero de neutrofilos circulantes, visto que sua propor¢do media
em relacdo a de linfécitos é bem menor (0,5:1), refletindo em menor quantidade de neutrofilos
no pool marginal, 0 que atrasa ainda mais alteracGes no leucograma de bovinos (THRALL et
al., 2004, TOTHOVA et al., 2014).

Desta maneira, as proteinas de fase aguda sdo marcadores inflamatorios bem mais
precoces. Trata-se de proteinas sanguineas sintetizadas pelos hepatécitos durante a fase aguda
da inflamacdo antes mesmo de haver a resposta leucocitaria. Essa resposta é inespecifica e
envolve um complexo de reacdes do organismo, deliberada por diferentes estimulos, tais como
injdria tecidual, trauma, estresse, inflamacéo, infeccdo, bem como, neoplasias (TOTHOVA et
al., 2014).

A resposta de fase aguda inicia-se nos sitios de inflamacéao, quando células da imunidade
inata produzem e liberam uma série de citocinas inflamatérias como interleucina-1;

interleucina-6; fator de necrose tumoral alfa (TOTHOVA et al., 2014). Essas citocinas induzem
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reacbes sistémicas, hormonais e metabolicas, como aumento na producdo de hormdnio
adrenocorticotrofico e glicocorticoides, ativagdo da coagulacdo sanguinea, diminuicdo das
concentragdes séricas de calcio, zinco, ferro, vitamina A e, aumento nas concentragdes de
proteinas plasmaticas de fase aguda, produzidas no figado, sendo uma das alteracbes mais
marcantes (GRUYS et al., 2005).

Em geral, a principal funcdo dessas proteinas, relaciona-se a protecdo do hospedeiro
contra danos patoldgicos, auxilio na restauracdo da homeostase e regulacdo de diferentes
estagios da inflamacdo. Além disso, tais proteinas, pela alta sensibilidade e precocidade, tem
importante papel no diagndstico de doengas, revelando uma inflamag&o/ infeccdo subclinica
(CERON et al., 2005).

Em ruminantes, as proteinas utilizadas com func¢éo diagndstica séo haptoglobina (Hp) e
amiloide sérico A (ASA) (ECKERSSAL; BELL, 2010). Devido a alta incidéncia das afec¢fes
respiratorias em bovinos confinados e a baixa resposta leucocitaria em bovinos, a haptoglobina
sérica tem sido correlacionada como indicador de doencas agudas respiratdrias nesta espécie,
sendo sua elevacgéo proporcional a gravidade da afeccdo (CARTER et al., 2002, TOTHOVA et
al., 2010).

Porém, qualquer quadro inflamatério pode desencadear a produgdo aumentada da
haptoglobina, tal como: mastite, metrite, pericardite, reticuloperitonite, deslocamento de
abomaso, laminite e doencas metabdlicas, alem das doencas respiratérias ja mencionadas. O
estimulo para a sintese da haptoglobina, ocorre cerca de 6 a 8 horas apds o evento causador e,
a concentracdo maxima é alcancada em 2 a 5 dias (KOGIKA et al., 2003). Considera-se uma
concentracdo serica de até 20mg/dL para animais saudaveis, entre 20 e 40mg/dL para animais
com leve inflamacéo e, acima de 40mg/dL, uma sugestiva severa inflamacdo (HANTHORN et
al., 2014). Quando produzida, se quela com ferro sérico e com hemoglobina, impedindo que

este metabolito seja usado para replicacdo de micro-organismos (TOTHOVA et al., 2014).

2.2 Sistema de Confinamento

O sistema de confinamento busca intensificar a producéao, favorecendo o menor risco
da atividade e maior lucratividade. Dentre outras vantagens, este sistema possibilita a
programacdo da época de abate, abater animais mais precoces, produzir carne de melhor
qualidade, maior rendimento de carcaca e, a venda de animais no periodo de entressafra, com

maior valor no preco da arroba (SILVA et al., 2018).
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Entretanto, também aumenta-se o risco do desenvolvimento de doencas respiratorias,
uma vez que os animais confinados, sdo expostos a fatores estressantes como o transporte,
aglomeragéo, mistura de animais de diferentes origens em ambientes mais restritos e recebem
dietas mais energéticas (SILVA et al., 2019).

O estresse afeta a imunidade do organismo animal quando ocorre de maneira aguda,
pela liberacdo de catecolaminas, bem como, de forma crénica, pela liberagdo de
glicocorticoides. As catecolaminas prejudicam a resposta imune inata por reduzir a fagocitose
e inibir a proliferacdo de linfécitos, secrecdo de anticorpos e producdo de citocinas pro-
inflamatorias, enquanto que, os glicocorticoides, continuamente sob estimulacdo das células
efetoras do sistema imune, induzem tolerancia e impedem uma resposta imune eficiente. Além
disso, em um animal estressado, a expressdo de proteinas nos neutrdéfilos é reduzida, diminuindo
a migracdo destes para os locais de infeccdo, bem como, a sua capacidade de atacar os
patdgenos. (FORSBERG, 2004, CARROL ; FORSBERG, 2007).

Além disso, com a intensificacdo da producao pecuéria, € comum a utilizacdo de dietas
com alta concentracdo energética com a finalidade de alcangar indices mais produtivos
(FRANCA; RIGO, 2012). Porém, quando ha baixa inclusdo de fibras, estas dietas favorecem
uma baixa motilidade ruminal, bem como o acumulo de &cidos organicos fortes, como o acido
propiénico e o acido lactico no rumen, promovendo a queda do pH ruminal (KRAUSE;
OETZEL, 2006). Este processo favorece a ocorréncia de lesdes como a ruminite, condicao
inflamatdria local que ativa macréfagos teciduais a produzirem citocinas pro-inflamatorias,
culminando em uma resposta inflamatéria de fase aguda (PLAIZIER et al., 2011). O figado
entdo, produz proteinas de fase aguda, tais como a haptoglobina, amildide sérico A, al-
antitripsina e, a2-macroglobulina, que em baixas concentracdes ativam a resposta imune, mas
em altas concentracbes impactam a resposta, evitando danos teciduais exagerados, mas
deixando o hospedeiro mais suscetivel a outras infecces (TOTHOVA et al., 2014).

Além disso, estas dietas mais energéticas promovem acidose ruminal e sanguinea
(ALARCON et al., 2011, PLAIZIER et al., 2012). Esse processo desencadeia um influxo de
calcio intracelular nos neutrofilos com a finalidade de restaurar o pH intracelular neutrofilico,
0 que ativa as funcBes de metabolismo oxidativo e degranulacdo dos neutréfilos, mas impacta
a fagocitose, resultando em resposta imune deficiente (CARRETTA et al, 2013;
KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).
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Este impacto na resposta imune facilita a ocorréncia de doencas infecciosas,
particularmente o Complexo respiratério bovino, com uma incidéncia estimada de 21,2% em
bovinos confinados (JOHNSON; PENDELL, 2017).

2.3 Complexo respiratdrio bovino

A ocorréncia do CRB é conhecida pelo impacto econdmico negativo nos confinamentos
de bovinos, especialmente no tocante aos custos com tratamento, prejuizos no desempenho e
bem-estar, sendo considerado o maior problema de confinamento em paises como Estados
Unidos e Australia, dada a significativa perda de animais e o dificil controle da doenca
(SNOWDER et al., 2006). O Brasil, como um dos maiores paises produtores de carne bovina
no mundo, tem intensificado a sua producdo e cada vez mais utilizado o sistema de
confinamento, aumentando também a ocorréncia de doencas respiratorias (REZENDE et al.,
2015).

O CRB é uma doenca infecciosa de causas multifatoriais, as quais podem suprimir o
sistema imune do animal, permitindo rapida multiplicacéo dos agentes no trato respiratério. Sua
ocorréncia esta diretamente relacionada a imunossupresséo e fatores externos que favorecem a
doenca (REZENDE, 2010). Os agentes descritos associados a esta enfermidade sdo virus
sincicial respiratério bovino (BRSV), virus da parainfluenza bovina tipo 3 (PIV-3),
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1), responsavel pela rinotraqueite bovina infecciosa (IBR) e
virus da diarreia viral bovina (BVDV), que diminuem ainda mais a defesa do trato respiratorio,
permitindo que bactérias oportunistas presentes no trato respiratdrio anterior como Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni e Mycoplasma bovis causem pneumonia
agravando ainda mais o quadro (GRIFFIN et al., 2010, CERQUEIRA, 2017).

A doenca possui alta morbidade, uma vez que, a transmissao se da pelo contato direto,
exposicdo a fomites contaminados nos currais e aerossdis (SLOMPO et al., 2016). A
mortalidade também ¢€ alta, alcancando taxas de 40 a 50% do rebanho, com custo médio por
tratamento de 13 délares por animal acometido (EDWARDS, 2010, HAY et al., 2016). Estima-
se que, anualmente, haja uma perda de 800 a 900 milhdes de ddlares para os confinamentos
americanos, devido aos custos com tratamento e diminuicdo da producdo (BLAKEBROUGH-
HALL et al., 2020).

No que diz respeito aos sinais clinicos, nota-se depressédo, letargia, respiracdo laboriosa

ou rapida, perda de peso, presenca de secrecdo nasal mucosa ou purulenta, focinho seco, orelhas
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caidas e pelo aspero. Esses sinais devem ser identificados observando-se os animais nas baias
como forma de triagem, assim, 0s animais visualmente acometidos devem ser separados para a
realizacdo de um exame clinico especifico. Comumente, sdo observados sons respiratorios
anormais, apds avaliacdo da ausculta respiratdria, como também, febre (EDWARDS, 2010).

Os antimicrobianos s&o indicados para o tratamento do CRB, envolvendo tanto infeccéo
bacteriana primaria quanto secundaria. Alguns comumente usados sdo oxitetraciclina, sulfa
com trimetropim, tilmicosan e ceftiofur e, a eficicia de seu uso é muito variavel, dependendo
da sensibilidade dos micro-organismos, e da identificacdo precoce dos casos (CUSACK et al.,
2003).

Os bovinos criados em sistemas intensivos, como o confinamento, sd0 mais propensos
ao desenvolvimento do CRB, devido ao maior risco de exposi¢cdo aos fatores estressantes, tais
como o transporte, a aglomeragdo em baias, a mistura de animais de diversas origens, disputas
de coxo e dominéncia, bem como as variagdes climaticas (SILVA et al., 2019). Por isso, a
identificacdo dos fatores predisponentes a doenca torna-se primordial para o seu controle no
rebanho. Deve-se estabelecer pontos cruciais de controle no confinamento para evitar a
disseminacdo, adotar boas praticas de manejo, visando a diminui¢cdo da morbidade através de
medidas como sanitizacdo, desinfeccdo do confinamento, correta higienizacdo dos cochos de
alimentacéo e gua, ventilacdo das baias e colocacédo de abrigos (EDWARDS, 2010, STOKKA,
2010).

A vacinagdo também tem sido utilizada no controle e prevencdo do CRB. De modo
geral, cerca de 75% dos animais vacinados sdo efetivamente imunizados, uma vez que a
exposicdo do sistema imune ao antigeno ndo impede a ocorréncia da doenca, mas promove a
atenuacéo dos sinais clinicos (EDWARS, 2010, SLOMPO et al., 2016).

A metafilaxia também ¢é utilizada, visando eliminar ou controlar o surto de doencas
respiratOrias e consiste na terapia antimicrobiana em massa de um grupo de animais, cerca de
10% do rebanho, por 2 a 3 dias consecutivos, em um momento oportuno, que precede eventos
estressantes aos animais (EDWARDS, 2010). Apesar desta terapia ter se mostrado efetiva,
aumenta-se 0s custos de producdo e os riscos de resisténcia microbiana aos antibiéticos (DUFF;
GALYEAN, 2007).

2.3.1 Agentes Etiologicos do CRB
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O CRB, frequentemente, é causado por uma pneumonia bacteriana precedida por uma
infecgdo respiratdria viral, sendo os agentes BRSV, PIV-3, BHV-1, BVDV, Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni e Mycoplasma bovis o0s mais
comumente encontrados (CUSACK et al., 2003).

O Herpesvirus (BHV-1) se apresenta clinicamente como rinotraqueite infecciosa bovina
e vulvovaginite ou balanopostite pustular infecciosa. No Brasil, estudos demonstram que ele é
amplamente distribuido em varias regides (ARRUDA et al., 2019). Em Goias, Barbosa et al.
(2005) relataram a prevaléncia de 51,9%. Em Minas Gerais e Sdo Paulo, Alexandrino et al.
(2011) relataram 54,6% e, 57,54% em Santa Catarina (PASQUALOTTO et al., 2015).

O BHV-1 adentra no hospedeiro comumente através das membranas mucosas do
aparelho respiratério e mucosas genitais, sendo que, o contato direto das narinas entre 0s
animais é a principal via de transmisséo (COSTA et al., 2017).

O mesmo ainda causa imunossupressao, podendo reduzir a migracao de neutréfilos e a
comprometer a atividade funcional de macrofagos alveolares. Se replica em células da mucosa,
submucosa e anéis traqueais, causando destruicdo do epitélio do trato respiratorio anterior,
especialmente o sistema de depuracdo mucociliar favorecendo uma broncopneumonia
secundaria (CUSACK et al., 2003).

O virus da Parainfluenza bovina tipo 3 (PI-3) é considerado endémico em rebanhos
bovinos leiteiros e de corte (ELLIS, 2010). No Brasil, também ha relatos da deteccdo do virus,
tanto em animais saudaveis, quanto em doentes, no Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Bahia
(SARDI et al., 2002, GONCALVES et al., 2003, GAETA et al., 2018). A infec¢cdo ocorre mais
comumente por via respiratoria, sendo transmitida nas mucosas nasais, secrecdes oculares e
goticulas, com risco mais alto quando ha aglomeracéo, como em leilbes e durante o transporte
(ELLIS, 2010).

Os animais infectados pelo PI-3 podem ser clinicamente assintomaticos ou apresentar
pneumonia grave (GAETA et al., 2018). Ele se replica em células do trato respiratério anterior
e posterior, provocando bronquite, bronquiolite e alveolite. E capaz de infectar macrdfagos
alveolares inibindo assim a resposta inata pulmonar, deixando o animal suscetivel a pneumonia
bacteriana secundaria (CUSACK et al., 2003).

O BVDV ¢ um virus de distribuicdo mundial e sua prevaléncia é muito variavel
(FIGUEIREDO et al., 2019). Figueiredo et al. (2019) relataram 24% de prevaléncia do BVDV

em animais nos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Goias. Possivelmente a sua
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ampla prevaléncia se deve as varias formas de disseminacdo, por meio de fluidos corporais, tais
como, secrecdo nasal, urina, leite, sémen, saliva e fluidos fetais (LANYON et al., 2014).

O virus possui duas cepas, citopatogénica e ndo citopatogénica, ambas responsaveis por
causar imunossupressdo, pois promovem leucopenia, apoptose de linfécitos e supressdo da
atividade fagocitica de macrofagos, tornando o animal infectado susceptivel a infeccbes
secundarias. As duas cepas estdo associadas a disturbios reprodutivos, infertilidade temporéria,
mortalidade embrionaria ou fetal, abortos e mumificacdes, malformages fetais e nascimento
de bezerros fracos e inviaveis, além disso, a cepa nao citopatogénica pode também, induzir a
infeccbes clinicamente inaparentes, como consequéncia da exposicdo fetal no inicio da
gestacdo, gerando individuos persistentemente infectados, geralmente soronegativos, 0s quais
disseminam o virus no rebanho (LANYON et al., 2014).

Quanto as infec¢des respiratorias, o virus BVDV promove inflamagédo aguda catarral
na cavidade nasal e traqueia, e pode sozinho promover pneumonia intersticial focal intralobular
(BAULE et al., 2001).

O virus Sincicial Respiratorio Bovino (BRSV) tem distribuicdo mundial e apresenta
elevadas taxas de morbidade e mortalidade, 60-80% e até 20%, respectivamente. Sua
transmiss@o pode ocorrer por contato direto, bem como, atraves de aerossois (VALACHER,;
TAYLOR, 2007). Hoppe et al. (2018) relataram soropositividade de 79,5% em animais
oriundos do estado de S&o Paulo, para 0 BRSV.

Tal virus promove a destruicdo do epitélio ciliado e infecta macréfagos alveolares,
deprimindo a imunidade celular local (CUSACK et al., 2003). Macroscopicamente, causa
consolidacdo pulmonar, com areas deprimidas e irregulares, de coloracdo vermelha e
atelectasia, principalmente em lobo pulmonar cranioventral, caracterizada, microscopicamente,
por septos alveolares espessados, com infiltrado de macréfagos e linfécitos, necrose de células
epiteliais bronguiolares e células sinciciais multinucleadas (SACCO et al., 2012). Pode também
induzir pneumonia broncointersticial, caracterizada por necrose epitelial, alveolite exsudativa
ou proliferativa e células sinciciais ocasionais (TAYLOR et al., 2017).

Em relacdo as bactérias, a Mannheimia haemolytica € uma bactéria oportunista,
existente na microbiota natural da nasofaringe de bovinos saudaveis. Em animais
imunocomprometidos, seja por estresse ou por uma infeccdo viral, ela se prolifera e ao ser
inalada, chega aos pulmdes, podendo ocasionar uma pleuropneumonia fibrinosa (RICE et al.,

2007). Esta bactéria produz uma leucotoxina, que juntamente com seu lipopolissacarideo, sdo
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responsaveis por inflamacgdo exacerbada, com ampla migragdo de leucdcitos, ocasionando uma
grave inflamacdo pulmonar e dano tecidual extenso (SINGH et al., 2011).

A Pasteurella multocida é uma bactéria comumente identificada em animais acometidos
por doencas respiratdrias, porém, a alta prevaléncia desta bactéria em animais clinicamente
normais, sugere que esta seja comensal do trato respiratorio (GRIFFIN et al., 2010). Estudos
demonstram que ha poucas cepas associadas com doencas e, que ocorre transmissdo horizontal
(TAYLOR et al., 2010). O patdgeno tem importancia na ocorréncia do complexo respiratorio
bovino e, no Brasil, tem sido identificado em infec¢fes secundéarias (BAPTISTA et al., 2017).

O Mycoplasma bovis é uma bactéria comensal das superficies mucosas, incluindo a
respiratéria, intestinal e do trato genital, sendo encontrada também, na glandula mamaria
bovina. Uma importante forma de transmisséo é o contato direto entre os animais no rebanho
(CASWELL; ARCHAMBAULT, 2007).

Quando causa CRB, M. bovis estd quase sempre associado a outros patégenos, como a
M. haemolytica, P. Multocida e, menos frequentemente, H. somni e patégenos virais
(CASWELL; ARCHAMBAULT, 2007). A M. bovis infecta células epiteliais e imunes, induz
citotoxicidade e apoptose de macrdéfagos alveolares e, inibe a producgéo de éxido nitrico pelos
neutrofilos, possibilitando assim, sua disseminacédo e infeccdo simultdnea com agentes virais,
tais como BVDV, BHV-1 e BRSV (JIMBO et al., 2017, OLIVEIRA et al., 2019).

O M. bovis é responsavel por causar pneumonia caseonecrotica em bovinos, e também,
outras formas, como a broncopneumonia (CASWELL; ARCHAMBAULT, 2007). As les6es
post mortem mais comumente identificadas em animais infectados por essa bactéria se
caracterizam por areas avermelhadas de consolidacdo multilobular distribuidas nas regides
cranioventrais (RADAELLI et al., 2008).

Poucos séo os estudos no Brasil quanto a prevaléncia da M. bovis em pneumonias. Em
estudo conduzido na regido centro-oeste do Parana, a M. bovis esteve presente em 50% dos
casos de pneumonia em bovinos leiteiros (OLIVEIRA et al., 2019). Também esteve associada
a outros patdgenos em doencas respiratorias de bovinos leiteiros em Sdo Paulo (TORTORELLI
et al., 2017). Porém em estudos recentes que buscaram os agentes etiolégicos do CRB em
bovinos confinados de diferentes regibes do Brasil, este patdgeno ndo foi encontrado
(HEADLEY etal.,, 2014, BAPTISTA et al., 2017, HEADLEY et al., 2018).

Histophilus somni também é uma bactéria residente da microbiota da nasofaringe dos

bovinos, que em situacdes de imunodepressao respiratoria, chega ao trato respiratério posterior.
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Ela produz histamina e exopolissacarideo, 0s quais tem importante papel na patogenia da
doenca, pois a proteina de ligacdo a imunoglobulina, proteina da prépria superficie do patégeno,
a qual relaciona-se com a viruléncia da bactéria, possui atividades citotoxicas, atingindo as
células endoteliais, aumentando a permeabilidade dos vasos e propagando o patdgeno por via
hematdgena (GRIFFIN et al., 2010).

Assim, definir o agente viral e/ou bacteriano causal do CRB é importante para entender
melhor a patogénese da doenca e propor melhores estratégias de manejo e controle (ZHANG
et al., 2019). No entanto, nem sempre é factivel devido aos custos e, por ndo haver uma prova
ouro estabelecida para o diagnéstico (WOLFGER et al., 2015).

Tendo em vista que as pneumonias do CRB podem ser classificadas em catarral
purulenta, intersticial, broncointersticial, granulomatosa e fibrinosa, Ceribasi et al. (2014) e
Zhang et al. (2019) propuseram verificar se a avali¢do histopatologica pulmonar poderia indicar
qual o agente microbioldgico seria o causador da les&o.

Enguanto Cerebasi et al. (2014) notaram que independente do agente viral causal (P1V-
3, BRSV, BHV-1) da CRB, a maioria dos pulmdes apresentava focos vermelho-parpura ou
cinza consolidados e focos irregulares de atelectasia, bem como aderéncias entre os lobos e
aparéncia turva na pleura e microscopicamente, apresentaram espessamento de septo
interalveolar e fibrose, hiperplasia, degeneracdo ou descamacdo do epitélio bronquiolar,
peribronquiolar e infiltracdo interalveolar de células mononucleares e, em alguns casos,
exsudato com infiltrado celular, incluséo intracitoplasmatica no epitélio bronquiolar, enfisema,
formacdo de células sinciciais, bronquiolite necrética, inclusdo intranuclear e atelectasia.
ZHANG et al. (2019), identificaram que estes agentes causam mais casos de broncopneumonia
fibrinosa, porém, nenhum dos virus detectados foi considerado como patognoménico de
qualquer tipo de patologia pulmonar.

Em relacdo as pneumonias bacterianas, a M. haemolytica associou-se positivamente a
pneumonia fibrinosa, H. somni com broncopneumonia supurativa e, P. multocida com
broncopneumonia e broncopneumonia intersticial. Ja Griffin et al. (2010) notaram que P.
multocida e M. haemolytica causam deposicdo macica de fibrina nos pulmdes, no entanto,
pneumonias causadas por P. multocida sdo dificeis de serem diferenciadas das pneumonias
causadas por M. haemolytica e H. somni, pois nos trés casos ha broncopneumonia cranioventral,

com diferentes tipos de exsudato. As alteracdes histoldgicas consistem tipicamente em
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brénquios e bronquiolos cheios de neutréfilos, macréfagos e epitélio necrético intercalado com
fibrina (DABO et al., 2007).

2.3.2 Diagnostico

A observacao dos sinais clinicos € 0 método mais comum para a identificacdo de animais
acometidos pelo complexo respiratorio bovino, além disso, o uso de escores clinicos pode ser
atil para médicos veterinarios e pesquisadores. Tipicamente, 0s animais apresentam taquipneia,
febre, dispneia, secrecdo nasal, inapeténcia e tosse e, em casos de pneumonia, sons respiratorios
anormais, tais como, estertoragdo e sibilos sdo notados na ausculta toracica (KUMAR et al.,
2019).

Infelizmente o diagndstico através da observacdo de sinais clinicos nem sempre é
preciso, especialmente nas fases iniciais da doenca, sendo necessario realizar exames
complementares, como radiografia toracica, ultrassonografia pulmonar, swab nasal e
nasofaringeo, endoscopia das vias aéreas e lavados transtraqueais e broncoalveolares (CAPIK
et al., 2017, KUMAR et al., 2019). Dentre os diferentes métodos, um exemplo é o lavado
broncoalveolar, que envolve a lavagem da regido respiratdria, buscando obter amostras de
células e secrecBes das cavidades alveolar e bronquica através de endoscopia. E menos invasivo
que o lavado transtraqueal e, geralmente bem tolerado pelos bovinos, e possibilita realizar
citologia, isolamento bacteriano e imunoensaios a partir destes materiais coletados (KUMAR
et al., 2019).

Amostras coletadas post-mortem, preferencialmente de animais nao tratados, em estagio
inicial da doenca, podem ser usadas para o diagndstico. Para tanto, amostras de pulmé&o entre
areas afetadas e de tecido normal, devem ser coletadas para exame histopatologico (COOPER,;
BRODERSEN, 2010). Entretanto, 0 exame histopatologico ndo € suficiente para o diagndstico,
pois as lesGes causadas por diferentes agentes sdo muito similares. Assim, outros métodos sao
mais indicados tais como: isolamento viral, cultura de células, reacdo em cadeia da polimerase,
técnica indireta de fluorescéncia de anticorpos, técnica direta de fluorescéncia de anticorpos e
microscopia eletronica (CERIBASI et al., 2014).

Os métodos sorolégicos também sdo usados para o diagndstico, entretanto, as
vacinacoes e 0 momento de coleta das amostras podem distorcer os resultados, sendo necessaria
a escolha de uma populacao adequado para estes exames (COOPER; BRODERSEN, 2010).
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2.4  Aditivos alimentares na dieta de bovinos confinados

Com os avangos tecnolégicos na pecuaria de corte nos Gltimos anos, bem como a adogéo
de sistemas mais intensivos pelos pecuaristas, a nutricdo animal também tem dado grandes
passos, a fim de tornar o sistema mais produtivo e eficiente (DIAZ; BRANCO, 2019). No
entanto, uma dieta mais energética pode ocasionar o aumento de determinados &cidos de cadeia
curtano ramen, diminuindo o pH e, por consequéncia, ocasionando acidose ruminal (KRAUSE;
OETZEL, 2006). Isto tem exigido a utilizagdo de aditivos alimentares nas dietas com alto teor
de concentrado, visando minimizar os possiveis efeitos deletérios ao organismo animal. Desta
maneira, antibidticos iondforos passaram a fazer parte da formulacéo de racdo de bovinos com
0 intuito de modular a fermentagdo e equilibrar o pH ruminal (GONCALVES et al., 2013).

No entanto estes produtos deixam residuos na carcaca além de favorecerem a ocorréncia
de resisténcia bacteriana aos antibidticos, o que fez com que a Unido Europeia e outros paises
banissem a sua utilizagdo em 2006, motivando a procura de outros produtos, mais sustentaveis
na nutricdo animal (DIAZ; BRANCO, 2019).

Estes produtos podem ser classificados como probidticos e prebioticos. Os probidticos
sdo caracterizados como suplementos alimentares a base de micro-organismos vivos, sejam
eles, bactérias, fungos e leveduras, dentre 0s quais, Saccharomyces cerevisiae € um dos mais
utilizados. Ja os prebioticos, séo ingredientes alimentares nao digestiveis, tais como substratos
de carboidratos, os quais estimulam seletivamente a atividade ou o crescimento de alguns

microrganismos pré-existentes (UYENO et al., 2015).

2.4.1 Leveduras

As leveduras sdo microrganismos unicelulares, oriundas do processo de fermentacao
alcoolica. Ndo sdo habitantes normais do sistema digestério e, recentemente, passaram a ser
incorporadas na dieta de bovinos, como fonte direta de proteina, geralmente a partir de residuos
de fermentados industriais ou entdo, como probidticos a partir da ingestdo direta de células
viaveis (PIRES, 2012).

Quando utilizadas como probioticos, proporcionam efeitos benéficos, como a
estabilidade da microbiota intestinal, previnem patologias intestinais, aumentando a capacidade

digestiva ou mesmo, promovendo maior imunidade de mucosa (UYENO et al., 2015).
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Quando utilizadas como prebioticos, sdo constituidos basicamente por fragmentos de
parede de levedura, contendo polissacarideos, oligossacarideos e proteinas, como
mananoproteinas e, B-glucanos, todas substancias bioldgicas naturais, as quais ja tem
demonstrado incrementar a imunidade e o desempenho dos animais de produgéo (LI et al.,
2011).

2.4.1.1 Leveduras vivas e mecanismos de agao

As leveduras vivas de Saccharomyces cerevisiae tém sido amplamente exploradas na
nutricdo de ruminantes, por seus efeitos sobre a eficiéncia alimentar e desempenho dos animais.
Esses ganhos tém sido associados, em parte, pelo aumento na taxa de quebra da fibra e aumento
do fluxo duodenal de nitrogénio absorvido. Sugere-se uma maior atividade microbiana, pelo
aumento do nimero de bactérias anaerdbicas no fluido ruminal (BARBOSA et al., 2004).

Para a utilizacdo das leveduras vivas como aditivos alimentares, € necessario que estas
passem por algum método de preservacdo, cuja fungdo € manter a viabilidade e estabilidade
desses micro-organismos, geralmente, através do retardamento do metabolismo celular. Esses
métodos consistem na secagem e desidratacao, ou, congelamento e liofilizagéo. A liofilizacéo,
que é considerado o processo mais efetivo, consiste na retirada do vapor de agua da levedura
congelada e posteriormente, secagem continua a vacuo (ALCARDE; BASSO, 1997).

Considera-se que a acdo das leveduras vivas esteja relacionada as mudancas no
ambiente ruminal. As células da levedura viva sdo capazes de captar oxigénio no rdmen,
favorecendo um ambiente anaerobico e, por consequéncia, a sobrevivéncia de importantes
bactérias. Apesar do rimen ser um ambiente anaerdébico, 0 oxigénio pode estar presente, uma
vez que adentra no rumen pela ruminacao, ingestdo de dgua e alimentos. O oxigénio prejudica
alguns grupos de bactérias, tais como as celuloliticas e assim, reduz a absorcdo de fibras da
dieta, comprometendo a digestao do alimento (DURAND et al., 2012).

Os efeitos das leveduras vivas também se relacionam a estabilizacdo do pH ruminal,
uma vez que estimulam o crescimento e/ou a atividade metabolica de bactérias ruminais
utilizadoras de lactato como substrato energético. Assim, um maior nimero de bactérias
utilizadoras de lactato no rimen contribui para a reducdo desse acido, o que favorece a
regulacdo do pH ruminal (DURAND et al., 2008). A estabilidade do pH ruminal é de extrema

importancia para evitar distdrbios metabdlicos, tais como a acidose ruminal subaguda e o0s
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demais problemas associados a ela, especialmente em dietas mais energéticas, comumente
utilizadas durante o confinamento (KRAUSE; OETZEL, 2006).

Apesar dos beneficios ja mencionados, o uso das leveduras vivas pode ser limitado, pois
tais leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, ndo crescem naturalmente no microambiente
ruminal, devido a caracteristicas de temperatura e pH do rumen, as quais ndo favorecem o seu
desenvolvimento. Como a temperatura adequada para seu desenvolvimento é em torno de 27°C
eopH, de 3,5a5,0, ainclusdo junto a dieta deve ser de forma continua (DURAND et al., 2012).

Inimeros sdo os trabalhos que analisaram os efeitos das leveduras na performance
bovina. A incluséo de leveduras vivas na dieta de bovinos tem demonstrado melhorar a sanidade

do rebanho frente a desafios imunes (DIAZ et al., 2018).

2.4.1.2 Leveduras fragmentadas e mecanismos de acéo

As leveduras sdo obtidas atravées da industria alcooleira como subprodutos e, em grande
disponibilidade em algumas regides do Brasil. A levedura do género Saccharomyces provém
da fermentacdo anaerobica do caldo de cana ou do melaco, durante o processo de producédo do
alcool, sendo obtida por centrifugacdo ou recolhida do fundo das dornas de fermentacédo e,
posteriormente, € submetida a algum processo de secagem (ZANUTTO et al., 1999).

Estas sdo amplamente utilizadas na industria alimentar em forma de extratos. Estes
extratos possuem fracBes sollveis das células das leveduras, como peptideos, aminoacidos e
minerais (TANGULER et al., 2009).

Os trés principais métodos para a producédo de extratos de leveduras incluem a autolise,
plasmdlise e hidrélise. Dentre esses, 0 mais utilizado é a autolise, o qual consiste em um
processo de degradacdo, ocasionado pelas proprias enzimas da levedura, permitindo a
solubilizacdo dos seus componentes celulares e extracelulares. Essas enzimas hidroliticas,
comumente localizadas na matriz celular da levedura, sdo os responsaveis pela degradacédo das
proteinas e acidos nucleicos em peptideos, aminoacidos derivados e nucleotideos (TANGULER
et al., 2009).

A autolise pelas enzimas endogenas da levedura pode ocorrer naturalmente, quando
estas completam seu ciclo de crescimento celular e morrem. Quando induzido, o processo
autolitico requer aplicacdo e controle cuidadosos do calor, para matar as células sem inativar as

enzimas da levedura. Geralmente, é realizado sob agitacdo e aquecimento, com temperaturas
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entre 30 e 60°C, durante cerca de 12 a 24 horas (FERREIRA et al., 2010). Outros métodos
utilizados para autdlise incluem os fisicos, pela radiacdo ultravioleta ou interrup¢do mecanica,
ou ainda, através de indutores quimicos, 0s quais, rompem a membrana da levedura,
dissolvendo lipideos e proteinas e, alteram o pH, induzindo a protedlise (POZO-DENGRA et
al., 2006).

O extrato de levedura é geralmente produzido a partir de Saccharomices cerevisiae. A
composicdo da levedura autolisada varia dependendo do processo de fabricagdo, mas
usualmente contém 29-64% de B-glucanas, 31% de mananoligossacarideos, 13% de proteinas
e 9% de lipideos (BORTOLUZZI et al., 2018).

Os efeitos benéficos destes componentes ndo estdo totalmente esclarecidos, mas alguns
componentes de extratos de leveduras ja tém demonstrado melhorar a imunidade e desempenho
dos animais suplementados (LI et al., 2011). Por exemplo, os mananoligossacarideos, podem
se ligar a uma gama de micro-organismos patogénicos no trato digestério, impedindo que estes
colonizem as mucosas, pois as mananoproteinas tem elevada afinidade de ligacdo com lectinas,
presentes nas fimbrias tipo 1 de bactérias patogénicas, tais como Pseudomonas spp,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp e Escherichia coli, 0 que permite a preservacdo da
integridade intestinal do hospedeiro (HENRICHS et al., 2003).

Os B-glucanos tém sido usados para aumentar a eficiéncia do sistema imune contra
infeccdes, pela ativacdo e macrofagos e neutrofilos (KIM et al., 2006). Rice et al. (2005),
demonstraram que os glucanos sollveis sdo capazes de se translocar do trato gastrointestinal
para a circulacdo sistémica de animais normais, produzindo efeitos bioldgicos significativos.

Embora estes efeitos ainda ndo sejam bem compreendidos, alguns autores citam que
podem promover tanto ativacdo, como inibicdo da resposta imune (BROWN, 2005). A tese
mais aceita, € que os B-glucanos ativam o receptor dectina-1, presente na superficie dos
fagocitos, macrofagos, neutrofilos e células natural killers. Em resposta, eles produzem
citocinas anti-inflamatorias (IL-4; 1L10 e IL13), que por sua vez atenuam os efeitos das
interleucinas inflamatérias (IL1, IL6, TNF-a e Oxido nitrico) produzidas por outras células
imunes (DIAZ; BRANCO, 2018).

Mohammed et al. (2013) e Lei et al. (2013) observaram maior eficiéncia alimentar,
maior ganho de peso e maior digestibilidade da dieta para os animais suplementados com

prebioticos mananoligossacarideos (MOS), B-glucanas e extrato de parede celular.
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A suplementacdo com componentes da parede celular de leveduras por Lei et al. (2013)
também demonstrou melhorar a sanidade dos animais suplementados pela diminuicdo de
endotoxinas no plasma e trato gastrointestinal e, reducdo de haptoglobina plasmaética.

Pukrop et al. (2018) e Sanchez et al. (2013) sugeriram melhora na saude geral dos
animais, por permitirem melhor resposta ao estresse imunolégico, com reducdo da IL-6 sérica,
cortisol, temperatura retal e, indicadores do catabolismo de gordura. Quando os animais foram
desafiados com lipopolissacarideos (LPS), houve diminuicdo sérica da citocina pro inflamatoria
IFN-y.

Fink et al. (2014) observaram aumento no consumo de matéria seca e no ganho médio
diario de novilhos confinados. Estes animais também tiveram numericamente menor taxa de
mortalidade e, menor nimero de animais que necessitaram de mais de um tratamento para

doencas respiratorias quando suplementados.

CONSIDERAGCOES FINAIS
Tendo em vista que o sistema de confinamento em bovinos é vantajoso para a
performance animal, € preciso envidar esfor¢os para que qualquer prejuizo que este sistema
possa representar a saude animal seja minimizado. Neste cenario, 0 uso de leveduras parece
atenuar o estresse do confinamento e reduzir a incidéncia de SARA, garantindo que o sistema
imune em pleno funcionamento seja capaz de debelar doencas como o CRB, a principal

enfermidade infecciosa encontrada em bovinos terminados em confinamento.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Verificar se a levedura autolisada na dieta melhora a sanidade de bovinos

terminados em confinamento.

3.2 Objetivos Especificos:

Verificar se a levedura autolisada na dieta melhora a imunidade sistémica e reduz
o status inflamatério de bovinos de corte terminados em confinamento.
Verificar se a levedura autolisada na dieta diminui manifestagdes respiratorias

compativeis com complexo respiratério de bovinos em novilhos terminados em confinamento.
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Abstract

Bovine respiratory disease (BRD) is a common disease in feedlot cattle, and although
yeast may improve animal immunity, few studies have verified whether this improvement
of the immune system can minimize the incidence of the disease in feedlot cattle.
Therefore, our objective was to evaluate whether dietary supplementation with autolyzed
yeast influences systemic immunity and respiratory health in feedlot cattle. A randomized
longitudinal experimental trial was conducted with whole steers with half Angus blood
for 106 days: control (n=10): diet without yeast; Y4 (n=12): yeast diet (4 g per animal per
day); and Y7 (n=7): yeast diet (7 g per animal per day). On days 0, 14, 42, 70, and 105,
blood counts, leukocyte oxidative metabolism, and serum haptoglobin were evaluated to
determine immune status, and the health of the respiratory tract was evaluated by nasal
secretion frequency and orbital temperature. On slaughter day, a lung evaluation was
performed. On days 42, 70 and 105 of feedlot finishing, the treated animals showed
increased leukocyte oxidative metabolism (D42 P=0.04; D70 P=0.02 e D105 P=0.10)
compared to the control group. These animals had a lower frequency of mucopurulent
nasal secretion (D70 Y4 g and Y7g P=0.001; D105 Y4 g P=0.001) and a lower orbital
temperature (D105 Y4 g P=0.04). These immune increments promoted less pneumonia
in the treated groups (P = 0.05) with less severity (P = 0.01), allowing us to infer that the
autolyzed yeast fed a diet in both doses (4 g and 7 g) improves innate immunity and

respiratory tract health of feedlot cattle.
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Introduction

The feedlot system has several advantages for intensifying meat production; however,
situations commonly experienced under feedlot can result in the appearance of diseases,
especially infectious diseases such as bovine respiratory disease (BRD), which is the
result of an immune deficit and causes substantial economic losses (Fulton et al., 2009).
To mitigate these effects, the use of additives in the diet of feedlot steers is considered
interesting because it may improve performance and immunity (Shurson, 2018). The
main yeast used is Saccharomyces cerevisiae, as either live yeast or products derived
from its cell wall.

This approach has attracted attention in the scientific community because yeast exert
immunomodulatory effects and because they do not leave a residue in the animal carcass
or induce bacterial resistance (Kogan; Kocher, 2007).

These additives contain mannan oligosaccharides, which can activate the immune
response without inducing excessive inflammation, possibly by inducing regulatory
cytokines and stimulating the migration of immune cells to certain sites. Additionally,
these additives contain beta-glucans, which increase the functionality of macrophages and
neutrophils (Willians et al., 1996, Oliveira et al., 2010, Ollé et al., 2017).

Despite the potential of these components to improve the health of feedlot steers, there
are few studies in beef cattle concerning the benefits of these additives for the immune
system and respiratory diseases. Only Keyser et al. (2007) and Finck et al. (2014) noted
that supplementation with yeast additives reduced morbidity, mortality, and the number
of treatments for this disease, but the authors did not study any immunological
mechanism.

Because autolyzed yeast supplementation in the diet of feedlot steers may improve animal

immunity, we believe that this supplementation can also minimize the occurrence of
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diseases such as BRD, which occurs frequently in beef cattle subjected to intensive
management. This work aimed to evaluate whether daily supplementation of autolyzed
yeast interferes with innate immunity and reduces the incidence of respiratory disorders

in finished feedlot steers.

Materials and methods
This study was approved by the Animal Care and Use Committee (Protocol No. 027/2018

CEUA/UNICENTRO; 05/10/2018).

Animals, Experimental Design and Treatments

The experimental design was completely randomized and developed as a blind model
study. Thirty-six crossbred %2 Angus-Nelore steers (BW 355 + 10 kg, 11 + 0.5 months),
previously dewormed, without vaccines against CRB, were used. These animals were
from a property near the experimental unit and were housed in a feedlot at the Nucleo de
Producdo Animal (NUPRAN) at the Universidade Estadual do Centro-Oeste
(UNICENTRO), located in Guarapuava, Parana, Brazil, with 2 animals/pen.

The animals were homogeneously distributed among the three treatments, with 12
replicates: control: diet without yeast; Y4: yeast diet (4 g per animal day™ of the product
RumenYeast®, Sdo Paulo, ICC Brazil); and Y7: yeast diet (7 g per animal day? of the
product RumenYeast®, Sdo Paulo, ICC Brazil).

The product RumenYeast® is composed of 100% autolysed yeast based on
Saccharomyces cerevisiae from the fermentation of sugar cane, with approximately 21%
B-glucans and 12% mannan oligosaccharides. It is produced by the company ICC Brazil,

and classified as a vegetable ingredient.
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Food management and facilities

The food was provided twice a day, at 6:00 am and at 5:30 pm, in the form of a total
mixed ration (TMR). The original and experimental diets were the same, consisting of
5% ryegrass haylage, 35% corn silage and 60% commercial concentrate, on a dry basis.
To manufacture the concentrate, the following foods were used: soybean meal, soybean
husk, barley root, ground corn grains, calcite limestone, dicalcium phosphate, common
salt, livestock urea and vitamin-mineral premix (Table 1).

To adjust the volumes of feed provided, leftover food was weighed daily in the trough,
and the food was adjusted so that 5% of the dry matter was left.

The experimental facilities consisted of 18 feedlot stalls, with an area of 15 m2 each (2.5
m X 6.0 m). Each stall had a concrete feeder measuring 2.30 m long, 0.60 m wide and

0.35 m high and an automatic metallic waterer.

Measurements, Sampling, and Analysis

The experiment lasted 106 days, with 105 days to finish the animals in the feedlot and
slaughter on day 106. The animals were previously acclimated to the experimental
facilities for a period of one week. Then, the first blood collection occurred (day 0), and
at this timepoint, yeast supplementation started, according to the treatment groups. The
prebiotic was distributed longitudinally in the feeding trough during administration of the
diet. After 14 days, at 42, 70 and 105 days, additional samples were taken. The animals
that presented clinical signs compatible with BRD at the beginning of feedlot, like an
increase in rectal temperature, pulmonary auscultation compatible with pneumonia,
changes in the color of mucous membranes compatible with parasitic sadness and reduced

consumption, between the period of adaptation, until the first collection of samples, were
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removed from the experiment. Within those criteria, two animals in the control group
(2/12) and five animals in the 7 g yeast group (5/12) were removed from the experiment.
They were treated and recovered clinically from the disease 7 to 14 days later, but they
stayed out of experiment.

As the objective of the research was to verify whether yeast interfere with animal innate
immunity and the health of the respiratory tract, none sick animal between the period of

day 16 until the day 106, were removed from the experiment.

Haematological analysis

The animals' innate immunity was evaluated by means of the complete blood count,
leukocyte oxidative metabolism (ROS- reactive oxygen species) and serum haptoglobin
measurement.

Therefore, at the sampling timepoints, blood samples (8 mL) were collected by
venipuncture of the external jugular into vacuum flasks containing heparin,
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) or no anticoagulants. In blood samples
containing EDTA, the blood count was performed in an automatic cell counter (SDH-3
VET, Labtest, Sdo Paulo, Brazil). Leukocyte cell populations were classified according
to the morphological characteristics of the blood smear and observed under optical
microscopy at 1000 magnification.

In the blood samples with heparin, the leukocyte oxidative metabolism test was
performed using the 5% NBT (tetrazolium nitroblue) quantitative technique (Sigma®,
Séo Paulo, Brazil), according to Choi et al. (2006), adapted by Flores et al. (2019).

In blood samples without anticoagulant, serum haptoglobin was measured. The serum

was immediately separated from the whole blood by centrifugation at 3500 rpm (rotations
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per minute) x 15 min at room temperature. Subsequently, the serum was frozen at -20°C
until the end of blood collection. Haptoglobin was measured by a commercial kit using
the ELISA technique (Bovine Haptoglobin EB0011 Fine Test®, WU, China) according

to the manufacturer's instructions.

Identification of respiratory disorders

For the identification of clinical signs of respiratory disease, bovine nasal secretions and
orbital temperature were evaluated on days 0, 14, 42, 70 and 105. These observations
were performed at the same time of day on each of five consecutive days after each
experimental timepoint. The occurrence of lung lesions was evaluated on the day of
slaughter.

Bovine mucopurulent nasal secretions were evaluated by direct inspection. The animals’
orbital temperatures were measured with an infrared thermometer (AKSO' AK30 New,
China) at a distance of approximately one metre from the animal's eye, with the observer
outside the animals’ pens.

After every five days of observation, the medians of the scores for each sample timepoint
were calculated. From these medians, the frequency of animals with mucopurulent nasal
discharge was identified.

The cattle that presented clinical manifestations compatible with BRD, such as apathy,
nasal and ocular discharge, cough, tachypnea or dyspnoea and reduced dry matter intake,
were subjected to general physical examination and specific respiratory tract tests to
identify pneumonia. If pneumonia was confirmed by pulmonary auscultation, the animals
were treated with marbofloxacin (8 mg/kg IM, in a single dose, Resolutor®, Ouro fino,

Séo Paulo, Brazil).

49



176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

On the day of slaughter, the lungs of all animals were examined macroscopically and by
histopathological evaluation. The severity of pneumonia was based on the extent of
pulmonary consolidation, according to Ceribasi et al. (2014), with modifications: score
of 1 for the absence of injury; score of 2 for injury in up to 50% of the cranioventral lobe;
score of 3 for injury in between 50% and 75% of the cranioventral lobe; and score of 4
for injuries in more than 75% of the cranioventral lobe (right and left) based on visual
inspection and palpation. Then, fragments of the right cranioventral lobe were collected
in the transition area between normal tissue and consolidation areas preferencially of
approximately 2 cm?. The tissues were fixed in 10% formaldehyde for 48 hours and
embedded in paraffin. Then, they were sectioned to generate histopathological slides with
5 micrometre (um) sections of lung tissue, stained with haematoxylin and eosin (HE) and
finally observed under an optical microscope. The fragments were classified as absence
of pneumonia or purulent, fibrinous, interstitial or granulomatous pneumonia according

to Ceribasi et al. (2014).

Statistical Analysis

Statistical analysis of the data was performed using the statistical software Instat
GraphPad. To assess the differences between the mean results, one-way analysis of
variance (ANOVA,; unstacked) and Tukey's test were performed for repeated samples and
data with a normal distribution. The results related to the scores (nasal secretion,
macroscopic lung score and histopathology) were analysed using the chi square test and
expressed as the frequency of animals with the change. For all results, data that presented
a level of significance less than or equal to 5% (P < 0.05) were considered significant,
and data that presented a level of significance greater than 5% and less than or equal to

10% were considered to show a statistical trend (0.05> P <0.1).
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Results

Leukocyte oxidative metabolism

Compared to the initial time points in the time course, all animals had a reduction in
leukocyte oxidative metabolism at 105 days of evaluation (Figure 1). This reduction
occurred continuously for the control (P= 0.0001 DO and D14 differed from D42; D70
and D105) and occurred only on D105 compared to D70 for treated groups (Y4 group, P
= 0.06 and P=0.10). For the treatment interactions, the treated groups had higher
leukocyte oxidative metabolism than the control at D42 and D70 (P = 0.04, P 0.02,

respectively) and tended to be higher than the control at D105 (P=0.10).

Blood count

Most animals had leukocytosis due to neutrophilia throughout the experiment
(supplementary data). Only the N:L ratio of the control tended to be statistically higher
than that of the Y7 group on day 105 (P = 0.06) and had no influence on time interaction

for this variable (Figure 2).

Serum Haptoglobin
For the time interaction, D70 and D105 tended to be higher than DO and D14 in the
Control group (P=0.1). The Y7 group had higher serum haptoglobin on day 105 (D105

differed from D14, D42 and D70, P=0.001).
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On D70, the animals in the Control group had higher serum haptoglobin than animals in
the other groups (P=0.05). At D105, the Y7 group had a higher serum haptoglobin level

than the others (P=0.006) (Figure 3).

Identification of respiratory disorders

Figure 4 shows the frequency of animals with mucopurulent nasal discharge. The treated
groups had a lower frequency of animals with mucopurulent nasal discharge than the
control at D70, (Y4 P =0.001 and Y7 P = 0.001) and at D105 the Y4 group had a lower
frequency of animals with mucopurulent nasal discharge than the control (P =0.001). The
Y7 group had a higher frequency of animals with mucopurulent nasal secretion than the
other groups at day 14 (P=0.01 for control group and P=0.003 for Y4 group). At the first
timepoint, the Y4 had higher frequency of animals with mucopurulent nasal secretion
than the Y7 group (P=0.05).

Figure 5 shows the mean orbital temperature over the experimental period. The Y4 group
had higher orbital temperature than the control on DO (P=0.003) but a lower orbital
temperature than the control at D105 (P=0.04). As this variable is influenced by the
environmental temperature, statistical analysis of time interaction was not performed.
The data of lung lesions are shown in Figure 6.

The macroscopic lesions were used for classify the severity of pneumonia and were
characterized by reddish-purple consolidation and focal lobes with atelectasis. There was
no change in the pleura or adhesions between the pulmonary lobes. No animal had a lesion
score of 4 of the pneumonia severity. The Y4 group had a lower severity of pneumonia
than the control group (P = 0.01) and the same severity as the Y7 group (P = 0.27). The
microscopic lung lesions analysis were used for identify the presence and the type of

pneumonia. The treated groups showed less pneumonias than the control group (P=0.05).
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The different types of pneumonia showed an equal distribution between the groups;
Interstitial pneumonia (Figure 7) was formed mainly by thickening of the interalveolar
septum, degeneration or desquamation of the bronchiolar epithelium and interalveolar
and peribronchiolar mononuclear infiltrate. Fibrinous pneumonia (Figure 8) was
characterized by exudate predominantly composed of fibrin in the lumen of bronchi,
bronchioles, and alveoli, as well as fibrosis or necrosis. Purulent, granulomatous catarrhal

pneumonia was not found.

Discussion

Supplementation with autolyzed yeast at a dose of 4 g and 7 g promoted greater immune
enhancements and improved respiratory tract health in feedlot steers compared to the
steers in the control group.

Supplementation with yeast 4 g and 7 g promoted higher leukocyte oxidative metabolism
than observed in the control group starting on the 42nd day of the experiment. Although
all groups showed a reduction in this parameter on day 105, the treated groups continued
to present higher values for this parameter than the control group.

Phagocytes are the body's first line of defence against the invasion of microorganisms,
and they have the function of phagocytosing and eliminating pathogens mainly by
oxidative metabolism, although it is not the main resident cell of the respiratory system,
they are the first ones recruited from the blood to the tissues when there is pulmonary
insult (Tizard, 2014). A decrease in this activity indicates an impairment of the innate
immune system, and therefore, the other components of the immune system must perform

this activity to avoid infectious diseases (Tizard, 2014).
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Virmond et al. (2020) reported previously that feedlot management promotes a reduction
in leukocyte oxidative metabolism due to stressful events such as previous transport,
dietary changes, and agglomeration, a situation that can be mitigated by food additives,
such as live yeast. Similarly, our study found that the use of yeast in autolyzed
formulations also attenuated this immune suppression. Similar results were also observed
by Magalhdes et al. (2008) in dairy cows fed a diet supplemented with live yeast
of Saccharomyces cerevisiae.

Most likely, higher phagocytic oxidative metabolism occurs because beta-glucans,
components of the yeast cell wall, can activate macrophages and neutrophils directly,
stimulating their phagocytic, cytotoxic, and antimicrobial activity through cellular
receptors (Murphy et al., 2007).

On day 105 of the experiment, the oxidative metabolism of all groups decreased. This
may have occurred because in this period, there was a sudden climatic change,
characterized by a drop in the ambient temperature (thermal amplitude of more than 10°C
during the day, according to data from the university's weather station) and high relative
humidity in the air, which may have stressed immune cells, such as neutrophils (Tizard,
2014). This event had a weaker effect on the treated groups, indicating that this treatment
worked as an immunostimulant during smaller challenges (in the intermediate phase of
the feedlot period), as well as in the most aggressive challenges, (at day 105 of the feedlot
period).

In general, the animals of all groups showed mild inflammation throughout the
experimental period, as indicated by a high concentration of serum haptoglobin, with a
serum concentration of up to 20 mg/dL indicating healthy animals, a serum concentration
between 20 and 40 mg/dL indicating animals with mild inflammation and a serum

concentration above 40 mg/dL indicating severe inflammation (Hanthorn et al., 2014).
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However, on D70, the animals in the Control group had higher serum haptoglobin than
animals in the other groups, the same time that they had more nasal discharge.
Regarding leukocytes, all groups presented leukocytosis due to neutrophilia and
lymphocytosis at all times (Kaneko et al., 2008). Virmond et al. (2020) and Reck (2017)
reported similar findings in Angus cattle finished in the feedlot, indicating that this
breeding system promotes constant stress for the animals, altering the leukogram pattern.
However, Wolfger et al. (2015) reported that increases in serum haptoglobin and
leukocytosis due to neutrophilia are strong indications of respiratory diseases in feedlot
steers.

Therefore, the N/L ratio is an important marker for the identification of an active
inflammatory and/or infectious process (Weiss; Wardrop, 2010). As supplementation
promoted an increase in phagocytic oxidative metabolism in both groups, there was not
necessity of an increase in blood neutrophils, so the Y7 group tended to have a lower N/L
ratio than the control group on D70.

Reinforcing the hypothesis that a more efficient immune system reflects a lower
occurrence of BRD, it can be noted that there was a lower frequency of animals with
mucopurulent nasal secretions in treated animals compared to the control group and a
lower orbital temperature in animals supplemented with 4g of yeast compared to the
animals in the control group. As hyperthermia may be the first evidence of the occurrence
of respiratory diseases in feedlot steers, infrared thermography of the orbital region can
be an early marker of BRD without manipulating the animals, which would avoid stress
and false-positive examination results (Schaefer et al., 2007).

The indicators of respiratory disease were effective in characterizing BRD, as evidenced
by histopathological lung injury, with the lowest frequency of pneumonia in the treated

groups. These effects may have occurred because the cellular components of autolyzed
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yeast modulate and alter the production of pro-inflammatory cytokines, activating the
immune system, and because beta-glucans increase the functionality of macrophages, the
main resident cell in the bronchoalveolar compartment (Ackerman et al., 2010, Broadway
et al., 2015).

As some animals had BRD in the beginning of feedlot, more research is needed to
understand whether the supplementation of steers before they enter the feedlot could
prevent BRD and to understand if the supplementation of steers with BRD could decrease

the severity of the disease.

Conclusions
Supplementation with autolyzed yeast in the diet has been shown to improve the innate

immunity and respiratory tract health of feedlot steers in both dosage.
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Table 1. Chemical composition of the feed used for animal feeding and average values of the

experimental ration, based on total dry matter.

Ryegrass

Corn

Experimental

Parameter haylage  Silage Concentrate Diet!
Dry Matter, % MN 51.35 4063 90.40 71.33
Mineral Matter, % DM 5.59 2.51 6.36 4.97
Crude protein, % DM 12.43 8.44 20.20 15.70
Ethereal extract, % DM 3.28 2.65 2.05 2.32
Neutral detergent fibre, % DM 48.89 46.14 31.47 37.48
Acid detergent fibre, % DM 37.89 25.98 13.08 18.84
Lignin, % DM 6.90 3.43 4.73 4.38
Total digestible nutrients, % DM 94.14 68.66 78.68 73.98
Ca, % DM 058 014 1.67 1.08
P, % DM 026 022 0.58 0.44

!Premix guaranteed level per kg of concentrate: vit. A: 16000 IU; vit D3: 2000 1U; vit. E: 25
IU; S: 0.36 g; Mg: 0.74 g; Na: 3.6 g; Co: 0.52 mg; Cu: 22.01 mg; F: 18.00 mg; I: 1.07 mg; Mn:

72.80 mg; Se: 0.64 mg; Zn: 95.20 mg.
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Figure 1. Leukocyte oxidative metabolism of feedlot steers fed a diet supplemented with
autolyzed yeast. D.O.- optical density. Different letters at the same time indicate a trend (0.05>

P <0.1) or significant difference (*) (P < 0.05) in the treatment interaction.
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Figure 2. N:L ratio of feedlot steers fed a diet supplemented with autolyzed yeast. Different
letters at the same time indicate a trend (0.05> P < 0.1) or significant difference (*) (P < 0.05)

in the treatment interaction.
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Figure 3. Serum haptoglobin (mg/dL) of feedlot steers fed a diet supplemented with autolyzed
yeast. Different letters at the same time indicate a trend (0.05> P <0.1) or significant difference

(*) (P <0.05) in the treatment interaction.
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Figure 4. Frequency of feedlot steers with mucopurulent nasal secretion after dietary

supplementation with autolyzed yeast. Different letters at the same time indicate a significant

difference (*) (P < 0.05) in the treatment interaction.
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Figure 5. Orbital temperature of feedlot steers fed a diet supplemented with autolyzed yeast.
Different letters at the same time indicate a significant difference (*) (P < 0.05) in the treatment

interaction.

Orbital Temperature

a ab
* *
ab [
b
D14 D42 D70

D105

33,00
32,50

3 32,00 a

(&)

3 31,50 I

b
*
[ %]
$ 31,00
)
8 30,50
30,00
29,50

DO

mCont =Yeast4g ®mYeast7g

67



Figure 6. Frequency and severity of pneumonia in feedlot steers fed a diet supplemented with
autolyzed yeast. Macroscopic lung injury were classify as Score 1: Absence of injury; Score 2:
lesions in up to 50% of the pulmonary cranial lobe; Score 3: lesions in between 50% to 75% of
the pulmonary cranial lobe; and Score 4: lesions in over 75% of the pulmonary cranial lobe.

Letters indicate differences (*) (P < 0.05) or statistical trends (0.05> P < 0.1) in the treatment

interaction. Chi-square test.
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Figure 7. Interstitial pneumonia in the bovine lung. A: Degeneration and desquamation of the
bronchiolar epithelium. B: Mononuclear inflammatory infiltrate. C: Thickening of the alveolar
epithelium. 10x magnification. D: Interstitial alveolitis with the presence of squamous

metaplasia. 40x magnification. Haematoxylin and eosin staining.
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Figure 8. Fibrinous pneumonia in the bovine lung characterized by A: epithelial coagulative

necrosis and B: mild fibroplasia of the epithelium.
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Dear Miss. Garbossa,

We have received the manuscript ‘Supplementation with autolyzed yeast improves the oxidative burst
and reduces pneumonia in feedlot steers' for consideration for publication in Livestock Science. You
have designated heloisa bertagnon as the Corresponding Author of this manuscript.

The manuscript can now only be accessed by heloisa bertagnon - it no longer appears on your
homepage under "My Submissions'. All further communications related to this submission will be sent
to heloisa bertagnon.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,
Livestock Science
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ANEXO 2
ESPECIFICACOES TECNICAS E DESCRICAO DO PRODUTO RUMEN YEAST

Rumen“Yeast:

DESCRICAO DO PRODUTO ANALISES TiPICAS DE MINERAIS:
Clcio % 0,11
RumenYeast® é a nutricdo ideal para a flora ruminal. RumenYeast® Enxofre % 031
es_timula a atividade das bactérias celuloliticas, impulsionando a ;ondigéo da Fésforo % 062
microflora do rimen, o que levard a uma producdo de leite e carne e P '
significativamente maior e & melhoria na salide geral e bem-estar dos Magnésio % 008
ruminantes. RumenYeast® possuialtaquantidade de -glucanas e MOS que Potassio % 0.75
atravessam o rimen sem serem degradados (by pass) chegando ao intestino Sodio % 0,03
grosso eagindo naaglutinacdo de bactérias (fimbriatipo 1) e Cobre ppm 0,00
adsorgdo de micotoxinas. Cromo ppm 115
ANALISES TIPICAS: Ferro ppm 470,83
Contagem total de células Cells/g 2,0 x 10%° Manganés ppm 47,50
NPN g/kg 0,50 Selénio ppm 001
Extrato Etéreo g/kg 10,0 Zinco ppm 96,67
Fibra Bruta a/kg %00 AMINOACIDOS TOTAIS TIPICOS
Cinzas glkg 70,0 Acido Aspartico % 417
Digestibilidade lleal %(p/p) 75,0 Acido Glutamico % 431
Mananoligossacarideos g/kg 1200 Alanina % 2,00
B- Glucanas g/kg 210,0 Arginina % 2,00
Energia Digestivel kcal/kg 3432 Cistina % 0,46
Densidade g/L 500,0 Fenilalanina % 225
Tamanho médio da particula mesh 120 Glicina % 143
Histidina % 1,18
GARANTIAS: Isoleucina % 1,36
ANALISES BROMATOLOGICAS: Leucina % 280
Metabolitos de Fermentagéo a/kg min. 400,0 Lisina % 263
Umidade glkg max. 80,0 Metionina % 061
Proteina Bruta a/kg min. 350,0 Prolina % 119
ANALISES MICROBIOLOGICAS: Serina % 191
Bactérias aerobias mesofilas totais UFClg max. 15.000 T'aun'na % Nao detectado
Coliformes Totais NMP/g max. 10 Tirosina % 1,22
Coliformes termotolerantes NMP/g - Ausente Treonina % 122
Bolores e leveduras UFClg max. 100 Triptofano % 054
E. coli /19 - Ausente Valina % 235
Salmonellas /259 - Ausente
ANALISES TIPICAS DE VITAMINAS:
Tllamlna.(Bl) ppm 320 DOSAGEM:
Riboflavina (B2) ppm 5,10
P Gado de Corte:
Niacina (B3) ppm 61,0 ] .
— P~ Bezerros: (7 g/cabeca/dia)
Acido Pantoténico(B5) ppm 78,0 .
—— Engorda: (7 g/cabeca/dia)
Piridoxina (B6) ppm 15 Gado Leiteiro:
Colina(B7) ppm 1.320,0 Bezerros: (7 g/cabeca/dia) Transico: (14
Biotina (B8) ppm 03 g 428g/cabega/dia) Novilhas: (7
Acido Folico (B9) ppm 02 g/cabega/dia) ’ .
Cobalamina (B12) ppb 279 Durante o periodo detransi¢do, adose recomendada pode ser

aumentada até 28 g/cabeca/dia.

Lactacdo: (14 g/cabeca/dia)

** Em situagdes de estresse, recomenda-se dobrar a dosagem de
alimentagéao.

CARACTERISTICAS FiSICAS:
Pé fino, de coloragdo bege a marrom, de boa fluidez e livre de
aglomeragdes. Odor tipico.

* ) o EMBALAGEM:
O RumenYeast® é um produto natural que apresenta variagao de | saco de papel de 25 kg com polietileno interno/ bag de 800 kg

cor devida diferentes matérias-primas utilizadas no processo

- ’ e oS - ARMAZENAGEM:
fermentativo, porém esta variacdo néo interfere na sua qualidade .
] Armazenar em local seco e fresco longe da luz solar e de insetos.
funcional.
VALIDADE:

24 Meses da data de fabricagdo
ESTE PRODUTO E GMO Free
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