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RESUMO

Com o objetivo de avaliar se a administracdo de duas apresentacGes de Saccharomyces
cerevisiae melhoram a satde de novilhos terminados confinados, 33 novilhos %2 sangue Angus-
Nelore, (350 +10 kg peso vivo e 11+ 5 meses de vida) alimentados com dieta energética foram
avaliados no inicio (0 e 16 dias), meio (44 e 72 dias) e final (100) de confinamento, por meio
de metabolismo oxidativo de leucdcitos; o status inflamatério, salde do trato respiratério e
histomorfologia do rimen e intestino. Os novilhos que receberam Saccharomyces cerevisiae
na forma de cultura (n=12) apresentaram incremento médio de 7% no metabolismo oxidativo
neutrofilico, menores indicadores de doenca respiratéria e menor status inflamatdrio na fase
intermediaria e final do confinamento. Similarmente os novilhos que receberam S. cerevisiae
na forma autolisada (n=10) tiveram incremento de 10% no metabolismo oxidativo neutrofilico
e menor status inflamatorio na fase intermediaria e final do confinamento, porém apresentaram
mais indicadores de doencas respiratdrias que o primeiro tratamento. Embora esta apresentacéo
tenha atuado também em papila ruminal, sua acdo foi ténue, minimizando apenas o escore de
ruminite, mas néo impedindo a queratinizagdo de papilas ruminais. Conclui-se que ambas as
apresentacdes de S. cerevisiae aumentaram a saude dos animais em rela¢do ao grupo controle
(n=11), destacando-se a suplementagdo com cultura de S. cerevisiae, que resultaram em menor
alteracdo de papilas ruminais compativeis com menor ocorréncia de SARA, melhores
resultados do sistema imunolégico e menor ocorréncia de CRB.

Palavras-chave: complexo respiratorio bovino (CRB), espécies reativas de oxigénio

(ERO), levedura, sindrome acidose ruminal subaguda (SARA).



ABSTRACT

In order to evaluate if the administration of two presentations of Saccharomyces cerevisiae
improves the health of feedlot finished steers, 33 %2 blood Angus-Nelore steers (350 +10 kg
body weight and 11+ 5 months old) fed an energy diet were evaluated at the beginning (0 and
16 days), middle (44 and 72 days) and end (100) of feedlot by means of leukocyte oxidative
metabolism, inflammatory status, health of the respiratory tract and histomorphology of the
rumen and intestine. Steers that received Saccharomyces cerevisiae as culture (n=12) showed
an average 7% increase in neutrophil oxidative metabolism, lower indicators of respiratory
disease and lower inflammatory status in the intermediate and final phase of feedlots. Similarly,
the calves that received S. cerevisiae in autolysed form (n=10) had 10% increase in neutrophilic
oxidative metabolism and lower inflammatory status in the intermediate and final phase of the
feedlot but presented more indicators of respiratory diseases than the first treatment. Although
this presentation also acted on rumen papillae, its action was tenuous, minimizing only the
rumenitis score, but not preventing the keratinization of rumen papillae. We conclude that both
presentations of S. cerevisiae increased the health of animals in relation to the control group
(n=11), highlighting the supplementation with culture of S. cerevisiae, which resulted in less
alteration of rumen papillae compatible with lower occurrence of ARDS, better results of the
immune system and lower occurrence of CRB.

Keywords: bovine respiratory complex (CRB), reactive oxygen species (ROS), yeast,

subacute rumen acidosis syndrome (SARA).
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1 INTRODUCAO

A terminacdo de bovinos em confinamento € elementar para a intensifica¢do do sistema
produtivo da carne, pois promove a obtencdo de animais melhor acabados em menor tempo e
espaco. Entretanto, se trata de um sistema com maior custo de producéo e desafios sanitarios,
principalmente porque os animais sdo submetidos a dietas energéticas e estresse relacionados
ao transporte, segregacdo de lotes e mudanca de ambiente, que acabam prejudicando a
homeostase do animal (LOPES; MAGALHAES, 2005).

Estes desafios predispdem a producdo aumentada de cortisol e sindrome acidose
ruminal subclinica (SARA), responsaveis tanto pelo menor desempenho animal, como pela
diminuicdo da imunidade, favorecendo a ocorréncia de doengas infecciosas, como o complexo
doenca respiratoria dos bovinos (CRB). Ambas as doencas séo de dificil diagndstico precoce,
pois a sintomatologia inicial é discreta e inespecifica, perpetuando o problema por longos
periodos. Além disso, quando néo tratada, a CRB normalmente evolui para casos mais graves
e de dificil resposta ao tratamento, podendo atingir 75% de morbidade e 50% da mortalidade
(REZENDE, 2010).

Diante deste entrave, 0 uso de leveduras como aditivo alimentar vem ganhando
destaque tanto para melhorar o desempenho animal como para atenuar os efeitos indesejaveis
do confinamento bovino (FINCK et al., 2014; BROADWAY et al., 2015).

Saccharomyces cerevisiae € a levedura mais utilizada atualmente, sendo produzida em
diferentes tipos. Como células vivas integras ou desidratadas estimulam o consumo de oxigénio
ruminal, consequente do crescimento e metabolismo das bactérias anaerobicas fibroliticas e
bactérias que utilizam acido latico no rdmen. Tal fato estabiliza o pH ruminal diminuindo a
SARA, aumenta a digestibilidade do alimento e promove maior fluxo duodenal de nitrogénio
(UYENO et al., 2015).

Como fragmentos de levedura contendo substratos de carboidratos, estimulam
seletivamente a atividade ou crescimento de alguns microrganismos pre-existentes no trato
digestdrio, além de fornecerem metabolitos prontamente digeriveis e com propriedades
imunoldgicas. Eles ainda previnem a colonizagéo de agentes patogénicos e asseguram melhor
utilizacdo de nutrientes, harmonizando a funcéo digestiva e a saide do animal (UYENO et al.,
2015).



Em seu experimento, Noschang, et al. (2019) observaram que levedura a base de
Saccharomyces cerevisiae hidrolisada na dieta de ovinos confinados promoveu aumento das
concentracOes plasmaéticas de proteina total (PPT) em relagdo ao grupo controle devido a sua
capacidade de estimular crescimento dos microrganismos do rimen. Mao et al. (2013) também
viram incremento a proteina microbiana e melhora do ambiente ruminal.

Huber (1997) e Cole et al. (1992) verificaram que embora a suplementacdo com
Saccharomyces cerevisiae nao influenciou a satde, desempenho ou resposta ao desafio com
virus da rinotraqueite bovina (IBR) em bovinos confinados, ela possibilitou menor tempo de
tratamento, manutencéo do peso corpéreo e do consumo de alimento em comparagéo ao grupo
controle.

Sousa (2019) em seu experimento com bovinos nelore, verificou que a suplementacao
com levedura viva Saccharomyces cerevisiae ndo interferiu na morfologia e histologia das
papilas ruminais, porém atenuou os quadros de ruminite.

Nestes sentido uma série de estudo tem demonstrado a eficiéncia das diferentes
apresentaces de levedura no desempenho de bovinos confinados (GONZALES; SILVA,
2006; MAO et al., 2013, JUNIOR et al., 2019), porém poucas foram as pesquisas que focaram
exclusivamente na imunidade (VIRMOND et al., 2019; GARBOSSA, 2020), reducdo da
inflamacdo do trato gastrointestinal (DIAZ et al., 2018; SOUSA, 2019) e na reducdo de CRB
(FINCK et al., 2014; KEYSER et al., 2007; VIRMOND et al., 2019; e GARBOSSA, 2020).
Além disso, fatores como a idade, o estresse, o tipo e adaptacao a dieta e a apresentacdo das
leveduras interferem nos resultados. Portanto, cada tipo de criacdo, com suas particularidades,
e a concentracdo e formulacdo das leveduras usadas devem ser analisadas especificamente para
cada caso (BROADWAY, CARROLL; SANCHEZ, 2015, UYENO et al., 2015).

Sugere-se que as apresentacdes de Saccharomyces cerevisiae, seja na forma de cultura
ou seja na forma de estrato lisado, promovam incrementos na saude animal, possibilitando que
produtores tenham uma opg¢ao segura responsavel por maior produtividade, saide e bem-estar
animal.

Desta forma, o objetivo do experimento foi avaliar o efeito da administracdo de
apresentacdes de levedura, na forma de cultura ou na forma autolisada, na imunidade e

consequentemente na ocorréncia de SARA e CRB em bovinos confinados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema de confinamento

A bovinocultura de corte tem como sistemas de criagdo: a pasto, semi-confinado e
confinado. Dentre estes sistemas, a terminacdo de bovinos em confinamento é elementar para
a intensificagcdo do sistema produtivo da carne pois, proporciona lotagdo mais elevada que os
regimes de pastejo, reduz idade de abate, gera produtos de melhor qualidade, aumenta o
desfrute e o fluxo dos frigorificos na entressafra, capta maior giro de capital, promove melhor
aproveitamento das &reas de pastagens para outras categorias animais e elevada producao de
adubo organico (LOPES; MAGALHAES, 2005).

Suas desvantagens, como maior custo de producdo e maiores desafios sanitarios,
induzem desde maior indice de doencas clinicas até alteracdes ndo perceptiveis responsaveis
pelo enfraquecimento do sistema imunolégico do animal, quer pelo estresse e ou pelo manejo
alimentar resultados em perdas de produtividade e impactos no bem-estar animal (RICHEY,
2003).

Apesar das desvantagens, o sistema intensivo tem ganhado espaco, transparecendo em
R$ 747,05 bilhdes do PIB (Produto Interno Bruto) brasileiro pela pecuaria de corte,
crescimento de 20,8% em 2020, com aumento da area de pastagem de apenas 0,2%. Apesar do
numero de abates ter diminuido 4,2% em comparagdo a 2019, houve aumento de 8% na
exportacdo de carne, pela agregacdo de mais dois paises para a exporta¢do, mas principalmente
pela consolidagdo do mercado. Como a China, que aumentou em 127% seu volume exportado.
(ABIEC, 2021).

Tal cenario motiva busca de alternativas que diminuam as desvantagens, sejam por
estratégias que busquem a diminuicdo do custo sem perder a qualidade, seja por medidas de
manejo que garantam o conforto dos animais a fim de diminuir o estresse, especialmente no
que tange ao fortalecimento do animal frente aos desafios sanitarios por meio de
suplementacdes (BARBIERI et al., 2016).

2.2 Estresse



Fadiga, restricdo de agua e alimento durante o transporte, segregacao de lotes distintos,
restricdo a espacos pequenos, mudanca abrupta na dieta, ambiente, manejo e funcionarios,
resultam em uma perturbacéo nas fungdes enddcrinas e neuroendécrinas (MARQUES, 2006).

Fatores que ativam a fase aguda do estresse, onde ha resposta rapida do Sistema
Nervoso Autdbnomo Simpatico (SNAS), viabilizando a ativacdo das glandulas suprarrenais,
iniciando a secre¢do hormonal principalmente de adrenalina e noradrenalina que elevam a
frequéncia cardiaca, respiratoria e aumentam os niveis de glicose sanguinea (FRANCISCO,
2014; CARROL; FORSBERG, 2007; FORSBERG, 2004; BLECHA, 2000).

No estresse cronico, ha secrecdo continua do corticosteroide que tem como finalidade
manter e restaurar a homeostase do organismo lesado, preservar o aporte de oxigénio para
tecidos nobres, mobilizar glicose, reduzir os efeitos dolorosos e manter o equilibrio da
temperatura corporea, ativando o catabolismo proteico e elevando a glicemia. Esse processo
leva a diminuicdo de ingestdo de alimento e consequentemente maior gasto de energia. Para tal
resposta, hd mobilizacdo de reserva corporal, aumentando a concentracéo de acidos graxos ndo
esterificados no organismo, resultando em falhas nutricionais com consequente queda na
producédo e diminuicdo na capacidade de resposta imunolégica indiretamente (FRANCISCO,
2014; STOCCHE et al., 2001).

Além disso o cortisol promove diminui¢do da permeabilidade dos capilares sanguineos,
fazendo com que aumente significativamente a quantidade de neutréfilos no sangue e diminua
a fagocitose de agentes invasores e das células lesadas, restringindo a a¢do da imunidade
celular. Interfere ainda reduzindo a atividade de fagdcitos residentes, como macréfagos
alveolares no trato respiratério. Ha ainda a atrofia de tecidos linfoides e diminuicdo da
producéo de citocinas, o que interfere diretamente na quantidade de células T, B e producéo de
anticorpos, restringindo também a atividade da resposta imune humoral (ROSA, 2003;
FONTENOT, 2015; BROADWAY et al., 2015).

Ainda, o aumento na concentracdo do cortisol inibe a acdo do hormdnio antidiurético
intensificando a diurese, que juntamente com o aumento da frequéncia respiratéria promovida
pelas catecolaminas e a restricdo de agua por falha do manejo, promovem desidratacao,
aumentando a concentracdo sanguinea (PARKER et al., 2003; FERGUSON; WARNER, 2008;
PIGHIN et al., 2015).

No que diz respeito ao trato respiratorio, a hidratacdo do animal influencia a producao

do muco pelas glandulas submucosa e da taca da regido traqueal. Essas secre¢des contém



substancias antimicrobianas, anti e pré-inflamatorias, imunomoduladoras e cicatrizantes e
integram um dos principais sistemas de defesa do trato respiratorio, a depuragdo mucociliar.
Esta € responsavel por aglutinar particulas inaladas depositadas na traqueia e elimina-las por
movimento retropulsor para narinas ou boca. A dificuldade de defesa do trato respiratorio
aliado a condicdo de imunossupressdo sistémica causada pelo estresse, favorece a ocorréncia
de infec¢bes, principalmente causadas por bactérias oportunistas, tornando o complexo
respiratorio bovino (CRB) uma afecgédo constate em bovinos confinados (CASWELL, 2014).
No que diz respeito ao sistema gastrointestinal, a mudanca abrupta de dieta leva a uma
queda do pH ruminal. O animal que ja esta mais debilitado com os demais fatores estressantes
do inicio do confinamento, se torna ainda mais vulneravel a um quadro de acidose metabodlica
aguda. Esta € responsavel por sintomatologia clinica grave de desidratacdo, apatia, diminuicéo
na ruminacdo, laminite e evolucdo ao 6bito do animal muitas das vezes. A porcentagem de
mortalidade nos casos ndo tratados ou tratados indevidamente pode chegar a 90%, e em casos
tratados esta em torno de 30 a 40% (GONZALEZ; SILVA, 2006). Trabalhos que falem sobre

a situagdo do

2.3 SARA- Sindrome Acidose Ruminal Subaguda

Para explorar a maior producdo animal, bovinos confinados recebem dietas altamente
palataveis, contendo ingredientes de alta digestibilidade e altos niveis de energia. Essa
combinagédo, impacta diretamente no ambiente ruminal, podendo levar ao aparecimento da
acidose clinica em graus variados. Quando o fornecimento dessa dieta ocorre em animais ndo
adaptados, ha uma subita queda do pH ruminal e uma acidose metabdlica aguda (KLEEN et
al., 2003; RODE, 2002).

No entanto, sua forma mais comum é Sindrome Acidose Ruminal Subclinica (SARA),
caracterizada por quedas do pH ruminal abaixo de 6,0 por curtos periodos, mas com frequéncia
consideravel. Como a sintomatologia é mais discreta e inespecifica, caracterizada por
inapeténcia, diarreia, perda de peso, menor desempenho dos animais e diminuicdo dos
movimentos ruminais, ha dificuldades no estabelecimento do diagndstico (GONZALEZ;
SILVA, 2006).

A patogenia deste dist(rbio ocorre porque a fermentacdo ruminal produz Acidos Graxos

Volateis (AGV) mais acidos, como acido propionico e butirico em velocidade que excedem a



capacidade ruminal de absorcéo e a capacidade tamponante da saliva, resultando em acidose
ruminal e ruminite momentanea (DE CARVALHO, 2011). Esta situacdo interfere na
capacidade de barreira seletiva da mucosa ruminal, aumentando tanto a absor¢do de AGV como
de bactérias ruminais pelo sistema porta hepatico, podendo levar desde acidose intracelular nos
hepatdcitos a abscessos hepaticos, o que diminui a funcionalidade hepatica do animal
(GAYLEAN et al., 1999; MACEDO et al., 2020).

Conforme o pH ruminal diminui, hd a selecdo da microbiota, diminuindo o0s
protozoarios e aumentando a populagdo de bactérias Gram-positivas como Streptococcus bovis
(que consome glicidios para a maior producdo de acido latico) e Lactobacillus sp. produtoras
de 4cido latico, diminuindo as proporcdes de acetato e o beta-hidroxibutirato (GONZALEZ;
CAMPOS, 2003).

Quando a ingestdo de amido continua a aumentar de forma rapida, mais acido lactico
sera produzido pelas bactérias (especificamente a S. bovis), consequentemente ocorre a morte
progressiva das bactérias Gram-negativas fermentadoras de acido latico mais sensiveis a pH
acido, como Megasphaera eldesnii e Selenomonas ruminantium, aumentando o acimulo de
acido lactico no liquido ruminal (NAGARAJA; LECHTENBERG, 2007).

Na SARA, a producdo de &cido lactico é moderada, portanto ele serd metabolizado no
figado, sendo oxidado ou percursor da glicose na neoglicogénese, utilizando ions H+ e
produzindo indiretamente efeito tamp&o. Assim é possivel manter o equilibrio acido basico
pela utilizagio de bicarbonato e eliminagio de CO2 pela respiracio (GONZALEZ; SILVA,
2006).

A morte de bactérias Gram negativas libera para o ambiente ruminal lipideos de sua
camada externa, os lipopolissacarideos (LPS), que ao atingir a corrente sanguinea pré-hepatica,
ativa a producdo de citocinas pré-inflamatorias e outros mediadores em grande quantidade,
produzindo uma resposta de fase aguda capaz de levar a quadros de imunodepressao (GOZHO
et al., 2005).

Na forma mais grave, hd quimiotaxia de neutréfilos para a mucosa ruminal, o que gera
deplecdo destes na circulacdo sanguinea. Assim, os bovinos apresentam leucopenia por
neutropenia e reducdo da atividade fagocitaria, tornando o animal mais susceptivel a afecdes
infecciosas (RODRIGUEZ-LECOMPTE et al., 2014; ENEMARK, 2009; CERONI et al.,
2012).



Tanto este estado inflamatorio como a prépria acidose metabolica podem provocar
aumento na secrecdao de cortisol, hipoglicemia, reducédo da atividade fagocitaria e da velocidade
de migracédo dos neutrofilos, o que contribui para o aumento da susceptibilidade dos bovinos a
doencas infecciosas, principalmente as bacterianas, que dependem de resposta neutrofilica para
serem combatidas, como 0 CRB (ENEMARK et al., 2002).

Embora a producdo de LPS seja comumente associada a populacao de bactérias Gram-
negativas no rumen, acredita-se que o aumento de E. coli no rimen ou intestinos seria uma
outra explicacdo para o aumento de LPS na circulagdo periférica, tendo em vista que o poder
inflamatorio da LPS de E. coli é mais potente. Portanto, embora a absorcdo de LPS ocorra no
ambiente ruminal, parece que o epitélio intestinal representa uma forte barreira para impedir
casos de inflamacdo generalizada e enterotoxemia (GRESSLEY et al., 2011; PHAFIPOUR et
al., 2011).

Desta maneira, torna-se importante adequar o rimen para dietas ricas em graos,
sugerindo-se um periodo maior de adaptacdo associado a uma dieta onde parte do amido seja
substituido por uma fonte de energia de degradacdo mais lenta, como subprodutos fibrosos. E
necessario também que haja fibra efetiva suficiente para estimular a mastiga¢do, produzindo
saliva, prevalecendo a acdo tamponante no ramen, evitando as oscila¢bes de pH e promovendo
aumento das populacbes de bactérias capazes de utilizar o acido lactico (DIAZ; BRANCO,
2019).

Esta medida ndo s6 reduz a acidose ruminal por meio do consumo dos &cidos, como
também aumenta a capacidade do epitélio ruminal em absorver AGV. A manutencdo do pH
ruminal constante mantém integra a superficie papilar, ndo reduzindo nem o nimero nem o
tamanho das papilas ruminais, e ainda mantém o epitélio ruminal funcional. Em ambientes
mais &cidos, ocorre uma maior queratinizacdo do epitélio ruminal, alargando e encurtando as
papilas ruminais como mecanismo de protecdo, o que é associado a reducéo da absorcdo de
AGV no ramen e agravamento do quadro de acidose (HINDERS; OWEN, 1965, DIAZ, 2017).

2.4 CRB- Complexo doenca respiratéria bovina
Desta maneira, tanto o estresse como a SARA favorecem a ocorréncia de doencas

infecciosas. Em bovinos confinados, o CRB é conhecido pelo seu significativo impacto

econdmico negativo, visto que € o principal causador de doenca clinica e morte. Nesta afeccéo,



h& um desequilibrio das defesas naturais do animal devido os fatores AUTernos estressantes
em que ele é submetido, facilitando a colonizacao do trato respiratorio por agentes infecciosos
(REZENDE, 2010).

Entre eles citam-se os agentes virais de maior relevancia: os virus da Doenca
Respiratoria e Sincicial Bovina (BRSV), da Parainfluenza tipo 3 (PI-3), Herpesvirus Bovino
tipo 1 (BHV-1) e o Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), que comprometem ainda mais a
defesa do trato respiratério, favorecendo que bactérias comensais da microbiota da nasofaringe,
como Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni, Mycoplasma bovis,
Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma dispar, Ureaplasma diversum alcancem os pulmdes,
agravando a doenca (PANSRI et al., 2020; TAYLOR et al., 2010).

O CRB se torna um desafio no sistema intensivo de producédo, pois é considerada a
causa mais comum de doenca p6s desmama em bovinos de corte e responde por cerca de 75%
da morbidade e 50% da mortalidade em confinamentos americanos (BABCOCK, et al., 2010)

Essa casuistica é altamente dependente das situagcOes estressantes vivenciadas no
confinamento, que afetam os mecanismos de limpeza e defesa do sistema respiratdrio
(SCHNEIDER et al., 2009). Quanto maior o estresse, maior o risco de ocorrer CRB em
bovinos confinados. Desta maneira elenca-se como fatores de alto risco de ocorréncia da
doenca: grandes distancia e tempo de transporte, confinamento de grande porte e muitos
animais por baia, agrupamento com mistura de animais de diferentes origens ou tamanhos e
baixo escore de condicdo corporal (SANDERSON et al., 2008).

O diagnostico precoce de CRB € dificil pois os sinais clinicos sdo inespecificos,
variando desde apatia, diminuicdo de consumo, até mesmo em casos mais agudos com febre,
secrecdo nasal purulenta bilateral e dispneia. Esse atraso em estabelecer o diagnostico permite
0 agravamento da doenca tornando o tratamento menos responsivo, mais demorado e com
maiores chance de ocorrer o ébito (SLOMPO et al., 2017).

Os antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento sdo oxitetraciclina, sulfa
com trimetropim, tilmicosan e ceftiofur durante 15 dias no minimo. Apesar de serem usados
para eliminacdo de bactérias tanto de causa primaria e/ou secundaria, a eficacia varia
dependendo da sensibilidade dos microrganismos, aléem do tempo de infeccdo (CUSACK et
al., 2003).

Por se tratar de uma doenca de grande impacto econémico e tratamento demorado, faz-

se necessario a percepcao dos fatores de risco em conjunto ao manejo focado a profilaxia. Neste



sentido, aditivos alimentares tém sido estudados devido suas propriedades de reducéo de SARA
bem como sua ac¢do imunoestimulante, havendo uma grande variedade tipos e apresentacoes
no mercado (SLOMPO et al., 2017).

2.5 Aditivos alimentares

A procura dos suplementos alimentares vem sendo cada vez mais intensa pelos
pecuaristas, visto que estes podem contribuir para 0 melhor desempenho dos animais em
crescimento e terminagdo. Classicamente esta acdo era exercida pelos ionoforos, cuja crescente
restricdo pelo mercado consumidor, motivou a busca de alternativas mais sustentaveis. Por este
motivo, ha grande diversidade de aditivos no mercado, com vantagem de n&o deixarem residuo
no produto, além de evitarem o aparecimento de bactérias resistentes. Ja se sabe que estes
aditivos incrementam a produtividade animal, reduzindo os custos de producdo, mas nos
ultimos anos, o foco tem recaido sobre seus efeitos na imunidade e sanidade animal
(OLIVEIRA et al., 2005, BRODWAY et al, 2015).

A Instrugdo Normativa 13/04 define aditivo como produtos destinados a alimentacdo
animal, “substancia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos
produtos, que ndo é utilizado normalmente como ingrediente, tenha ou nao valor nutritivo e
que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentagdo animal dos produtos
animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais”.
Ainda os aditivos sdo classificados em categorias, onde um aditivo pode se incluir em uma ou
mais destas (BRASIL, 2015).

Os aditivos zootécnicos se trata de toda substancia utilizada para influir positivamente
na melhoria do desempenho dos animais. Onde podemos incluir a cultura de fungos vivos, em
especial a levedura de Saccharomyces cerevisiae, sdo utilizadas como suplemento ha anos.
Trata-se da levedura mais utilizada atualmente e é produzida de diversos tipos. (LYNCH;
MARTIN, 2002).

Seus beneficios na modulagdo ruminal, como estabilidade do pH ruminal e melhor
perfil de producéo de &cidos graxos de cadeia curta (PARAPOULI et al., 2020; POPPY, 2008).
promovem um ambiente mais favoravel para o desenvolvimento de bactérias fibroliticas
(SCHINGOETHE et al., 2004; NOSCHANG et al., 2019).
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Fornecidas como células vivas e integras, ou na forma desidratada, fornece alem das
celulas de leveduras e seus constituintes, o meio fermentativo. Promovem o consumo do
oxigénio ruminal, pelo estimulo de crescimento e metabolismo das bactérias anaerdbicas
fibroliticas e bactérias que utilizam &cido latico no rimen (POPPY, 2008; SHURSON, 2018;
ALVES et al., 2015).

Tal fato leva a maior eficiéncia na producéo de acido propidnico a partir de acido latico,
estabiliza o pH ruminal reduzindo SARA, aumenta a digestibilidade do alimento e promove
maior do fluxo duodenal de nitrogénio (DIAZ; BRANCO, 2019).

A forma integra tem a vantagem de chegar em maior quantidade no ambiente ruminal,
visto que o0 processo de desidratacdo torna inativa grande parte da levedura desidratada. E
ambas as apresentacOes ndo colonizam o rimen, necessitando de administragdo diaria (DIAZ;
BRANCO, 2019)

Nas leveduras autolisadas, o objetivo do processo de autdlise € o rompimento da parede
celular para maior disponibilidade do seu conteudo citoplasmatico e parede celular. Conforme
seu processamento (liofilizada, autolise) ainda tem diferentes concentracfes de membrana
celular e de contetdo interno (MORAIS et al., 2011; SHURSON, 2018).

Os componentes da parede celular (MOS e B-glucanos) tem efeito imunomodulador,
controlando a resposta imune sem a inducdo de uma resposta inflamatoria exagerada. Além
disso se ligam as bactérias patogénicas, toxina e virus, carreando as mesmas para fora da luz
intestinal, e ainda aumentam a atividade fagocitaria, especialmente dos macrdfagos
(FRANKLIN et. al., 2005; BAKER; GONCALVES, 2012). Ja o conteudo citoplasmaético é rico
vitaminas do complexo B (B1, B2, B6, acido pantoténico, niacina, acido folico e biotina) que
desempenha fungdes essenciais para a manutencdo do metabolismo, producdo de energia,
diferenciacdo e crescimento celular (SAID, 2004). Possuem ainda minerais essenciais,
proteinas e acidos nucléicos (teor proteico igual ou superior a 30) que servem de nutrientes aos
animais (QUEIROZ et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar se as apresentacdes de Saccharomyces cerevisiae: em cultura ou na forma
lisada melhoram a imunidade, diminuem a ocorréncia de CRB e interferem na histomorfologia
de rumen e intestino de novilho terminados em confinamento submetidos a dieta 60% de

concentrado.

3.2 ESPECIFICOS

1- Avaliar se as leveduras minimizam as alteracGes histomorfologicas do rdmen
caracteristicas da SARA em bovinos terminados em confinamento.

2- Avaliar se as leveduras minimizam o0s sinais clinicos caracteristicos de CRB em
bovinos terminados em confinamento.

3- Avaliar se as leveduras atenuam o estatus inflamatério e melhoram a imunidade de

bovinos terminados em confinamento.
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In order to evaluate if the administration of two presentations of Saccharomyces cerevisiae
improves the health of feedlot finished steers, 33 %2 blood Angus-Nelore steers (350 +10 kg body weight
and 11% 5 months old) fed an energy diet were evaluated at the beginning (0 and 16 days), middle (44 and
72 days) and end (100) of the feedlot, through leukocyte oxidative metabolism, inflammatory status, health
of the respiratory tract and histomorphology of the rumen and intestine. Steers that received
Saccharomyces cerevisiae as culture (n=12) showed an average increase of 7% in neutrophil oxidative
metabolism, lower indicators of respiratory disease and lower inflammatory status (lower serum
haptoglobin levels and lower neutrophil /lymphocyte ratio) in the intermediate and final phases of feedlots.
In the histomorphology of rumen papillae, this treatment promoted a 30% reduction in the total width of
the papillae and stratum corneum, in addition to lower rumenitis scores. Similarly, the calves that received
S. cerevisiae in autolysed form (n=10) had a 10% increase in the neutrophilic oxidative metabolism and
lower inflammatory status in the intermediate and final phases of the feedlot, but more indicators of
respiratory diseases than the first treatment (higher occurrence of animals with mucopurulent nasal
secretion and the same occurrence of pneumonia as the other groups). We also observed a 25% increase
in the area of the duodenum villi, and a 15% increase in the height of the jejunal villi. Although this
presentation also acted on rumen papillae, its action was subtle, minimizing only the rumenitis score, but
not preventing the keratinization of rumen papillae. It was concluded that both presentations of S.
cerevisiae increased the health of animals compared to the control group, highlighting the culture of S.
cerevisiae supplementation resulted in less alteration of rumen papillae compatible with lower occurrence
of SARA, reflecting in immunological gains and lower occurrence of BRD. The autolysate of S. cerevisiae
showed higher intestinal effect, with lower actuation in rumen papillae. Despite this treatment showed a
similar immunological gain as yeast culture, it reflected in lower health of the respiratory tract.

Index Terms: bovine respiratory complex (BRD), Reactive oxigen species (ROS), yeast, subacute
ruminal acidosis syndrome (SARA), inflammation.

INTRODUCAO

A terminacdo de bovinos em confinamento é elementar para a intensificagcdo do sistema produtivo
da carne, porém traz importantes desafios sanitarios. Os animais sdo alimentados com dietas energéticas
que causam sindrome acidose ruminal subclinica (SARA), uma afec¢do cuja quedas diarias do pH
promovem ruminite, prejudicando a absor¢ao e permeabilidade ruminal, causando um status infamatdério
ao animal e diminuindo a imunidade (Minami etal. 2021).
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Tanto a SARA como o estresse intrinseco do sistema (transporte, segregacdo de lotes e mudanca
de ambiente) promovem redugdo do sistema imune favorecendo a ocorréncia de doencas infecciosas, como
o Complexo de Doengas Respiratérias dos Bovinos (CRB), podendo atingir até 69% de morbidade e 15%
de mortalidade em confinamentos (Estima-Silva et al. 2020, Heidmann et al. 2020).

O uso de leveduras como aditivo alimentar vem ganhando destaque tanto para melhorar o
desempenho animal como para atenuar os efeitos indesejaveis deste sistema de manejo animal. Estes
aditivos atuam como moduladores da fermentagdo ruminal, adsorventes de micotoxinas, capazes de
influenciar na melhora da sadde intestinal e imunolégica, com resultados de maior ou menor monta,
dependendo do tipo e do teor de alimentagio, da producdo e desafios vivenciados pelos animais, bem como
das apresentacdes dos compostos utilizados como aditivos (Zeoula et al. 2008, Broadway et al. 2015).

Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais utilizada atualmente na alimenta¢do animal, podendo
ser ofertada e processada conforme a necessidade e objetivo que se espera alcancar no organismo do
animal. Mesmo assim, ainda existem duvidas em relacdo ao seu modo de acido e a influéncia nas diferentes
formas de processamento desta devido a baixa compreensido de como cada processamento e meio de
fermentacdo influéncia nas caracteristicas e disponibilidade da levedura (Broadway et al. 2015, Uyeno et
al. 2015)

A cultura de levedura é produzida a partir de um processo de fermentagio controlada, gerando
metabdlitos benéficos para a microbiota ruminal relacionados com as vias metabdlicas de aminoacidos,
metabolismo de carboidratos e acidos graxos, o que aumenta a populagdo microbiana ruminal. Além disso,
as leveduras mortas servem de nutrientes para as bactérias anaerobicas fibroliticas e bactérias utilizadoras
de acido latico no rimen, enquanto as vivas consumem oxigénio do ambiente ruminal, estimulando o
crescimento desta mesma populagdo microbiana. Esta selecdo da microbiota colabora com a estabilidade
do pH ruminal reduzindo a SARA, melhorando consequentemente a satide ruminal (Uyeno et al. 2015, Diaz
& Branco 2019).

Nas leveduras autolisadas, o objetivo do processo de autélise é o rompimento da parede celular
para maior disponibilidade do seu contetdo citoplasmatico e parede celular. Os componentes da parede
celular (MOS e B-glucanos) tem efeito imunomodulador, controlando a resposta imune sem a inducdo de
uma resposta inflamatoéria exagerada. Além disso se ligam as bactérias patogénicas, toxina e virus,
carreando as mesmas para fora da luz intestinal, e ainda aumentam a atividade fagocitaria, especialmente
dos macrdéfagos (Shurson 2018). O contetudo citoplasmatico € rico vitaminas do complexo B (B1, B2, B6,
acido pantoténico, niacina, acido félico e biotina) que desempenha func¢des essenciais para a manutencao
do metabolismo, producdo de energia, diferenciacdo e crescimento celular. Possuem ainda minerais
essenciais, proteinas e acidos nucléicos que servem de nutrientes aos animais (Queiroz et al. 2015).

Embora uma série de estudos tenham demonstrado a eficiéncia das diferentes apresentacdes de
levedura no desempenho de ruminantes confinados (Mao et al. 2013, Stadler-Junior et al. 2019), poucas
foram as pesquisas que focaram exclusivamente na imunidade (Virmond et al. 2019, Garbossa 2020),
reducdo da inflamacgao do trato gastrointestinal (Diaz et al. 2018, Xiao et al. 2016) ou na reducdo de CRB
(Finck et al. 2014, Virmond et al. 2019, Garbossa 2020). Além disso, fatores como idade, estresse, tipo e
adaptacdo a dieta e a apresentacao das leveduras interferem nos resultados. Portanto, cada tipo de criacao,
com suas particularidades, e a concentracdo e apresentacdo das leveduras usadas devem ser analisadas
especificamente para cada caso (Broadway et al. 2015, Uyeno et al. 2015).

Desta forma, o objetivo do experimento foi avaliar o efeito da administragio de produtos derivados
de Saccharomyces cerevisiae, na forma de cultura ou autolisada, na morfologia de papila ruminal, vilosidade
intestinal e na imunidade inata e consequentemente na ocorréncia CRB em bovinos terminados em
confinamento recebendo dieta energética de 60% concentrado e 40% de silagem de milho.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pelo CEUA- UNICENTRO, oficio 11/2020 em 08/05/2020.

Descricao do local de experimento. O experimento foi realizado na Unidade didatica, de
pesquisa e extensao em Bovinos de Corte - Confinamento do Nucleo de Produgdo Animal (NUPRAN) junto
ao Curso de Mestrado em Ciéncias Veterinarias do Setor de Ciéncias Agrarias e Ambientais da Universidade
Estadual do Centro-Oeste (CEDETEG/UNICENTRO), localizada em Guarapuava - PR. O clima da regido é do
tipo subtropical mesotérmico imido (CFB), sem estacdo seca, com verdes frescos e inverno moderado.
Conforme a classificacdo de Képpen, Guarapuava apresenta-se em altitude de aproximadamente 1.100m,
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com precipitacdo média anual de 1.944mm, temperatura média minima anual de 12,72 C e média maxima
anual de 23,5°C com umidade relativa do ar de 77,9%.

Material experimental. Utilizou-se 33 novilhos inteiros % sangue Angus-Nelore, com peso médio
inicial de 350 + 10kg e idade média inicial de 11 * 0,5 meses, sendo os animais previamente vermifugados
e ndo vacinados contra CRB. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
tratamentos, avaliados em 5 momentos, onde cada animal era uma unidade experimental. O grupo CON -
dieta sem leveduras (controle, n= 11); CUL - dieta com cultura de Saccharomyces cerevisiae (obtida da
fermentacdo em meio nutritivo controlado contendo melaco de cana e derivados de milho, com a
composicdo: 92% de MS, 45% de PB, 5% de extrato etéreo, 7% de FB, 4% de MM, 0,05% de Ca, 0,78% de P,
0,38% de K, 15 a 17% de B-glucanos, 8 a 10% de mananoligossacarideos além de metabélitos de
fermentacdo contendo leucina, valina e isoleucina, vitaminas, enzimas e 4cidos organicos, na dose de 7g
animal dia! do produto comercial Cultron - Aleris®, Sao Paulo, Brasil, n= 12); e AUT - dieta contendo
Saccharomyces cerevisiae autolisada, (Composicdo: 94,5% de MS, 32% de PB, 2,5% de extrato etéreo, 1,5%
de FB, 5,5% de MM, 0,90% de Ca, 0,70% de P, 0,70% de K, 20 a 22% de (-glucanos, 12 a 13% de
mananoligossacarideos e os constituintes citoplasmatico, na dose de 7g animal dia-! do produto comercial
Cultron Pro - Aleris®, Sdo Paulo, Brasil n= 10).

Os animais vieram de uma propriedade comercial, localizada a aproximadamente 50 km, para o
local do experimento, sendo alocados em baias de concreto contendo comedouro de concreto e bebedouro
automatico, e ap0ds 15 dias de aclimatagao, iniciou-se o experimento, classificado como DO (dia 0), momento
em que também iniciou-se a administracdo dos aditivos e a troca gradual da dieta da propriedade (60% de
silagem de milho e 40% de concentrado), para a experimental, ajustando uma alteracdo de 2 % a cada 2
dias de cada alimento, até alcanc¢ar 40% de silagem de milho e 60% de concentrado, no dia 16. Na sequéncia
as andlises ocorreram no periodo médio do confinamento (D44 e D72) e no final do confinamento, em D100,
sendo o abate realizado em D105.

A alimentacio foi fornecida de forma ad libtum, permitindo sobras de 5% (Tabela 1). Para
fabricacdo do concentrado foram utilizados os seguintes alimentos: farelo de soja, casca de soja, radicula
de cevada, graos de milho moido, graos de cevada moido, gérmen de milho, calcario calcitico, fosfato
bicalcico, sal comum, uréia pecuaria e premix vitaminico-mineral. O consumo voluntario dos alimentos foi
registrado diariamente pela pesagem da quantidade oferecida e das sobras do dia anterior, considerando
ajuste do consumo diariamente, a fim de manter as sobras em 5% da matéria seca (MS). Os aditivos foram
diluidos e homogeneizados em 50 g de concentrado moido e fornecidos sobre a dieta no momento de cada
alimentacdo e os animais do grupo controle receberam apenas os 50g de concentrado moido.

Andlises experimentais.

Foram avaliadas a imunidade inata por meio da mensuracio do metabolismo oxidativo
leucocitario, o

status inflamatdrio, por meio de leucograma, dosagem de haptoglobina sérica e temperatura retal,
indicadores de doenca respiratéria por meio de presenca de secre¢do nasal mucopurulenta nos momentos
iniciais (D0, D16), intermediario (D44, D72) e final (D100). NO momento do abate avaliou-se a ocorréncia
de lesdes pneumdnica, alteragdes histologicas de rimen e intestino delgado.

Para tanto, colheu-se amostras de sangue de cada animal por venopuncgao da jugular externa, em
3 tubos a vacuo. Nas amostras de sangue coletadas com heparina (4mL de sangue), foi mensurado o
metabolismo oxidativo dos leucdcitos pela técnica quantitativa de NBT (Flores et al. 2019). Nos frascos com
EDTA, (4 mL de sangue) realizou-se o leucograma por meio de contador celular automatico. As populacées
celulares foram classificadas de acordo com as caracteristicas morfotintorias em microscopia 6tica. E nas
amostras de sangue coletadas sem anticoagulante (8mL de sangue), mensurou-se haptoglobina sérica. Para
tanto, o soro sanguineo foi separado do sangue total por centrifugagdo a 3500 rpm por 15 min e congelado
a -202.C até o final das coletas. A haptoglobina foi mensurada por Kit comercial pela técnica de ELISA
(Bovine Haptoglobin EB0011 Fine Test® WU, China), conforme instrug¢des do fabricante.

A temperatura retal foi aferida por termometria digital. Observou-se a ocorréncia de secre¢io
durante quatro dias de cada periodo experimental (dois dias antes e dois dias depois dos tempos
mencionados), sempre 20 minutos antes do trato da manh3, entdo estas quatro avaliacdes de cada
momento foram transformadas em frequéncia média de animais com secrecdo nasal mucopurulenta e
entdo realizada a analise estatistica.

No dia do abate, foram colhidas amostras de liquido ruminal e fragmentos de pulmao, rimen,
duodeno e jejuno. Amostras do conteido ruminal foram coletados diretamente do saco ruminal, ap6s sua
incisdo na linha de abate. Fixou-se 9 mL do liquido com 1mL de formaldeido 18,5%, e confeccionou-se
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lamina de microscopia contendo 10 microlitros da solu¢do e uma gota de lugol. Classificou-se 300
protozodrios ciliados, como pequenos, médios e grandes segundo Ogimoto & Imai (1981). Os ciliados foram
visualizados sob a luz da microscopia éptica, utilizando-se das objetivas de 10X e 40X para observacao.

Aproximadamente 2 cm? de fragmento pulmonar foi colhido de cada, onde existiam lesdes de
consolidacdo, em area de transicdo entre o tecido normal. Quando ndo havia lesdes macroscoépicas,
fragmentos do tecido normal foram colhidos do lobo cranio ventral. Os tecidos foram fixados em formol
10% durante 48h e embebidos em parafina, posteriormente foram seccionados para confec¢do de laminas
histopatolégicas coradas com hematoxilina e eosina (HE) e, finalmente, observados em microscopia 6ptica.
Os fragmentos foram classificados como auséncia de pneumonia, pneumonia catarral purulenta, fibrinosa,
intersticial ou granulomatosa de acordo com Ceribasi et al. (2014).

Os fragmentos ruminais foram coletados do saco ventral do riumen (5 cm?) e armazenados em
alcool 70%, para fixacdo do material, e emblocadas, cortadas e coradas com Hematoxilina de Harris e
Eosina. Mensurou-se as espessuras de papila, camada de queratina do epitélio ruminal, tecido conjuntivo e
epitélio ndo queratinizado em 15 papilas de cada animal por meio do analisador de Imagens Leica Qwin,
contido no microscépio eletrénico de luz Leica, no aumento de 40x, pelo Image] 1.43 software (Imagej,
National Institute of Mental Health, Bethesda), conforme descrito por Diaz et al, (2018). A determinagdo do
indice mitdtico dos nicleos da camada basal do epitélio ruminal (IM) e o grau de infiltrado neutrofilico em
epitélio ruminal foram classificados em escores de 1 a 3, sendo 3 a maior quantidade de indice mitético e
de células inflamatorias.

Os fragmentos duodeno e jejuno (1 cm?) foram coletados e armazenados em alcool 70%, para
fixacdo do material. Posteriormente foram emblocados, cortados e corados com Hematoxilina de Harris e
Eosina. As mensuracdes histologicas foram realizadas em 10 vilos por animal, utilizando-se o Analisador
de Imagens Leica Qwin, contido no microscépio eletrdnico de luz Leica. As imagens de cada corte foram
captadas por lentes objetivas em aumentos de 40x e digitalizadas por ciamera para as andlises
morfométricas de: altura de vilo, profundidade de cripta e razio vilosidade e cripta.

Anadlise estatistica. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico Instat
Graphpad. Foram comparadas as médias ou medianas de cada tratamento ao longo do tempo, na interacao
tempo e as médias ou medianas de todos os tratamentos, em cada momento, interagio tratamento. Os
dados relativos ao metabolismo oxidativo leucocitario e a haptoglobina sérica ndo passaram no teste de
varidncia (Barlett) e foram submetidos ao teste de Dunn. A frequéncia de animais com secre¢io nasal
mucopurulenta, frequéncia de pneumonia e frequéncia de ruminite e indice mitotico nos diferentes escores
foram analisados pelo teste do Qui quadrado. Os demais dados foram avaliados pelo teste de Tukey. Para
todos os resultados, foram considerados como significantes os dados que apresentaram nivel de
significancia menor ou iguala 5 % (P < 0,05).

RESULTADOS

Metabolismo oxidativo e status inflamatério

Os dados do metabolismo oxidativo dos leucdcitos sanguineos dos novilhos terminados em
confinamento estdo na figura 1. Em D16 todos os grupos apresentaram redu¢do do metabolismo oxidativo,
e apenas o grupo controle voltou a apresentar esta reducdo em D100 (CON: D16 e D 100 <D0, D44 e D72,
P=0,03; CUL: D16<DO0, P=0,001 e AUT D16< DO, D44, D72 e D100; P=0,004) na interacdo tempo. Na
interacdo tratamento, CUL e AUT apresentaram aumento de 7 e 10% do metabolismo oxidativo em relacio
ao controle em D72 e em D100 (P=0,02 e P=0,0009).

O status inflamatério esta na figura 2, compreendido por razdo neutréfilo linfocito, haptoglobina
sérica e temperatura retal. Em relacdo ao leucograma, as contagens de leucdcitos totais, linfécitos,
eosinofilos, baséfilos e mondcitos ndo apresentaram diferenca estatistica. A maioria dos animais
apresentou leucocitose por neutrofilia e linfocitose em todos os momentos (dados em anexo). Houve
aumento de neutroéfilos e da razdo neutréfilos linfécitos em D72 no controle em relacdo aos tratamentos
(P=0,04 e 0,05), sem interacdo tempo. O CUL apresentou maior razio neutroéfilo/linfécito em D100 que o
D16 (P=0,04) e o AUT apresentou maior razio neutroéfilo/linfécito em D100 que o DO (P=0,03).

Tanto os teores séricos de haptoglobina, como a temperatura retal foram maiores em AUT em na
fase inicial do confinamento seja na comparacdo entre os momentos, como na compara¢ao entre os
tratamentos (haptoglobina sérica- AUT- DO e D16> D44 P=0,0001, e em D16 AUT > CON e CUL P=0,05;
temperatura retal, DO> D44, D72 e D100 P=0,001 e em DO AUT > CON e CUL P=0,05). Na fase intermediaria
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e final do confinamento, a haptoglobina sérica foi maior no CON em relacdo aos tratamentos (haptoglobina
sérica CON> CUL e AUT em D72 eem D100 P=0,02; P =0,04), enquanto a temperatura retal foi maior apenas
no CON em relagdo ao AUT em D72 (P=0,01).

Indicadores de CRB

Frequéncia de animais com secre¢do nasal mucopurulenta e a ocorréncia de pneumonia
identificada por analise histopatol6gica pulmonar no dia do abate compreenderam os indicadores de CRB
e encontram-se na figura 3. A frequéncia de animais apresentando secre¢do nasal mucopurulenta foi
decrescendo ao longo do tempo, mais rapidamente no CUL, seguida pelo AUT e por fim no CON, notando-
se que entre D42 a D46, mais animais do CON apresentaram essa secrecdo que os demais grupos (P=0,001)
eentre D70 e D74, foi maior no AUT que nos demais grupos (P=0,05). A frequéncia de pneumonia foi maior
em CON que CUL, (P=0,002) e igual ao AUT (P=0,08). Por sua vez ndo houve diferenca de ocorréncia entre
os tratamentos com levedura (P=0,44).

Histopatoldgico de rumen, duodeno e jejuno

A avaliagdo histopatolégica do rimen e os protozodrios ruminais estdo na figura 4. Verificou-se
quem a espessura da papila ruminal foi cerca de 30% menor no CUL em comparagio a CON e AUT, sendo
25% menor no extrato cdrneo e 36% menor na largura total da papila (P= 0,005, P=0,0001), enquanto a
espessura do epitélio nao queratinizado e do tecido conjuntivo nido foram afetados pelo tratamento. Em
relagdo ao indice mitético (IM) e grau de inflamacgao do epitélio ruminal, todos os grupos foram diferentes
entre si, sendo o IM menor no CON, intermediario no CUL e maior no AUT (P=0,002). A inflamag¢do ruminal
foi maior no CON, intermediaria no AUT e menor no CUL (P=0,04) Em relagio a populagio de protozoarios
ruminais, os médios sobressairam, seguidos dos pequenos e grandes. O tratamento CUL obteve maior
porcentagem de protozodrios pequenos em relacdo ao CON (P=0,001), sem diferenca entre os médios e
grandes.

Em relacdo a capacidade absortiva intestinal, o AUT apresentou aumento de 30% na vilosidade de
duodeno e de 15% em jejuno que os demais grupos (P=0,004 e 0,001). A razdo vilosidade:cripta foi 25%
maior no AUT (P=0,003) que os demais grupos em duodeno. O CON apresentou 17% de aumento na
profundidade de cripta de duodeno que os demais grupos (P=0,03) sem diferenca para as demais variaveis
(Figura 5).

DISCUSSAO

A cultura de Saccharomyces cerevisiae promoveu melhor incremento na saide animal, pois sua
principal acdo foi reduzir a inflama¢do da papila ruminal, observado por meio menor infiltracdo
neutrofilica, e menores espessuras do estrato cérneo e da largura de papila ruminais, indicando uma menor
ocorréncia de SARA. Além disso este tratamento promoveu menor status inflamatério dos bovinos, visto
pelas menores dosagens de haptoglobina sérica e menor razdo neutrofilo linfécito, o que permitiu maior
capacidade imune, visto por maior metabolismo oxidativo leucocitario e menor ocorréncia de CRB. O lisado
de Saccharomyces cerevisiae atuou principalmente em intestino delgado, e embora tenha atenuado a
inflamagdo da papila ruminal, o fez em menor intensidade que o CUL. Além disso, estes animais também
apresentaram incremento do metabolismo oxidativo leucocitario, menor status inflamatério que o CON nas
fases intermediarias e finais do confinamento, porém tiveram maior frequéncia de animais com secre¢do
nasal mucopurulenta em D72 e estatisticamente a mesma frequéncia de lesdes pneumodnicas em abate que
o CULeo CON.

Em relacdo a imunidade, verificou-se que o sistema de confinamento foi desafiante aos animais,
visto que a maioria dos animais apresentaram leucocitose por neutrofilia e linfocitose em todos os
momentos, segundo os valores de referéncia por Tizard (2014), provavelmente em virtude do estresse da
coleta, tal qual observado por Garbossa (2020) e Virmond et al. (2020). Este estresse foi de maior
intensidade nos momentos iniciais, durante o periodo de adaptacio a dieta, quando ha maior secrecdo de
cortisol, horménio responsavel pelo decréscimo da atividade de células imunes como os neutroéfilos, tal
qual observado em nosso estudo, quando todos os grupos apresentaram reducdo do metabolismo oxidativo
leucocitario (Tizard 2014, Estima-Silva et al. 2020).

Metabolismo oxidativo ou explosdo respiratoria leucocitaria é a formagao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) intracelularmente em fagécitos com funcdo bactericida. Como neutréfilos sao os principais
fagdcitos sanguineos responsaveis pela primeira linha de defesa inespecifica, sua fun¢do diminuida
promove maior susceptibilidade a doencas infecciosas (Tizard 2014). Em D16 os trés grupos tiveram esse
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parametro diminuido, o que explica porque a maioria dos animais apresentava secrecdo nasal
mucopurulenta no inicio do confinamento, periodo em que a incidéncia de CRB é maior (Heidmann et al.
2021).

Com o passar do tempo, houve aumento da imunidade dos animais, no entanto os animais do CON
voltaram a apresentaram reducio desta fun¢do, além de aumento de neutrdfilo, razdo neutrdfilo linfdcito,
temperatura retal e dos teores séricos de haptoglobina na fase intermediaria e final do confinamento, (D72
e D100). Tal fato indica que estes animais apresentaram algum desafio inflamatério ou infeccioso, e que
precisaram aumentar as contagens de neutrofilos para combater esta infec¢io, enquanto os outros grupos
ndo. Como estes animais ndo apresentaram novamente indicadores de doencas respiratorias, e a atuagio
das diferentes apresentagdes do Saccharomyces cerevisiae é no trato gastrointestinal, sugere-se que a
inflamagdo/ infeccdo do CON ocorreu principalmente devido a SARA especialmente a partir do D72
(Broadway et al. 2015).

Como a suplementac¢do com Saccharomyces cerevisiae , independentemente de sua apresentacao:
cultura ou autolisada, s6 comecaram a promover efeitos nos neutrdéfilos a partir de 40 a 50 dias de
suplementacdo (Garbossa 2020, Virmond et al. 2020), acredita-se que o desafio inflamatério/infeccioso
ocorreu para todos os animais, porém os grupos tratados estavam mais aptos em manter a homeostase,
seja por maior eficiéncia imune, ou pela menor incidéncia de transtornos digestivos, ou ainda pela
associa¢ao de ambos.

A haptoglobina sérica é um marcador inflamatério precoce em comparacdo ao leucograma, visto
que é uma proteina de fase aguda, a qual é sintetizada pelos hepatdcitos antes mesmo de haver a resposta
leucocitaria (Tothova et al. 2014). Ela é secretada cerca de 6 a 8 horas ap0s a injuria, e sua concentracdo
maxima é atingida em 2 a 5 dias. Como as afec¢des mais comuns em bovinos confinados sdo o CRB e SARA,
a higidez dos animais foi monitorada por meio dos indicadores destas doencas (Malafaia et al. 2016).

Os animais do AUT apresentaram maiores teores de haptoglobina sérica e temperatura retal que
0 CON, e maior frequéncia de animais com secre¢io nasal mucopurulenta que CUL nos momentos iniciais
do confinamento, refletindo em maior frequéncia numérica de animais com pneumonia que o CUL no
momento do abate. Estes achados levantam a hip6tese de que os animais estavam doentes antes que a
Saccharomyces cerevisiae na apresentagdo lisada comecasse a fazer efeito, apesar de ndo manifestarem
sintomatologia clara da doenga, situagdo comum em confinamentos. Magalhaes et al. (2017), relataram que
81,1% dos bovinos confinados tinham alteracdes histopatolégicas nos pulmdes compativeis com
pneumonia, a qual ndo foi diagnosticada em vida.

Esta diferenca do marcador inflamatério em AUT em comparacdo ao CUL também pode ter
interferéncia pelo local de acdo das leveduras. A cultura de Saccharomyces cerevisiae atua no ambiente
ruminal, favorecendo o crescimento de microrganismos celuloliticos capazes de manter um
pH ruminal estavel o que minimiza a ocorréncia de SARA (Broadway et al. 2015, Xiao et al. 2016, Kovacs et
al. 2020). A estabilidade do pH ainda diminui a lise das bactérias Gram-negativas, diminuindo a liberagao
dos lipopolissacarideos (LPS) no ambiente ruminal. Na SARA, as alteragdes das papilas ruminais permitem
que os LPS atinjam a corrente sanguinea pré-hepatica, ativando a produgio de citocinas pré-inflamatoérias
e outros mediadores em grande quantidade, produzindo uma resposta de fase aguda capaz de levar a
quadros de imunodepressao (Broadway et al. 2015, Shen et al. 2019). Embora nao tenha sido encontrado
trabalhos que comentem quando esta apresentacdo de levedura comeca a fazer efeito no trato
gastrointestinal, acredita-se que sua funcdo no tamponamento do pH ruminal seja imediato devido a
atividade local, diferente da estimulacdo imune, que além das leveduras ndo promoverem uma a¢io direta,
ainda é influenciada por estresse inerente ao confinamento (Diaz & Branco 2019, Heidmann et al. 2020,)

As alteragdes das papilas ruminais na SARA sdo paraqueratose com aumento de largura e de seu
estrato corneo e diminuicdo da integridade epitelial. Esta perda de integridade epitelial permite a
penetracdo de bactérias e LPS nas camadas mais internas das papilas ruminais, produzindo inflamacao e
edema da regido, o que aumenta ainda mais a espessura de papila. Toda esta inflamac¢do diminui a
capacidade mitose celular (IM), reduzindo a capacidade de renovagdo do epitélio ruminal, tal qual
observado no CON e com menor intensidade no AUT (Kovacs et a. 2020, Sanches et al. 2020).

Desta maneira, a menor espessura do extrato corneo e de largura de papila ruminal, com menores
escore de inflama¢do ruminal e indice mitético intermediarios encontrados no CUL indicam menor
ocorréncia de SARA, o que também ja foi relatado por Xiao et al. (2016) ao trabalhar Saccharomyces
cerevisiae em cultura em bezerras de leite. Outros estudos mostram que a utilizagio de cultura de levedura
auxilia na diminui¢do do acido latico e no aumento do butirato, e esta alteracao no perfil de AGV é mais
benéfica para o desenvolvimento de papilas ruminais saudaveis (Xiao et al. 2016, Shen et al. 2018).
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Em relagdo aos protozoarios ruminais, os de tamanho médio foram os mais expressivos em todos
os grupos. Protozodrios de tamanhos variados podem interferir no fluxo dentro do rimen, pois os grandes
possuem facilidade de limitar os movimentos dos protozoarios de tamanho pequeno e médio, “enterrando”
eles. Em relagio a fermentacdo ruminal, as espécies menores sdo mais resistentes a esse processo, portanto
o tratamento CUL ajudou na melhor fermentagio ruminal por meio do aumento dos protozoarios pequenos
em relacdo aos outros tratamentos (Borges et al. 2002, Kamra 2005).

Saccharomyces  cerevisiae  na apresenta¢do autolisadatem em sua composicdo maiores
concentragoes de beta-glucanos, mananoligossacarideos, proteinas e lipideos, que
atuam principalmente em intestino, se ligando a lectina de microrganismos patogénicos da mucosa
intestinal, reduzindo bactérias patogénicas em detrimento das benéficas. Além disso, os beta-glucanos sao
absorvidos pela mucosa intestinal e podem aumentar a eficiéncia do sistema imune pela ativacdo de células
fagociticas da circulagdo sistémica (Rice et al. 2005, Shurson 2018).

Desta maneira, o grupo AUT apresentou maior efetividade dos fagocitos sanguineos pelos beta-
glucanos ou pela melhor capacidade intestinal absortiva, tendo em vista que este grupo apresentava maior
altura de vilosidade em duodeno e jejuno e maior razdo vilosidade: cripta de duodeno que os demais
grupos. Para este tratamento, as leveduras também atuaram em rumen, atenuando a SARA, porém em
menor grau que a cultura de Saccharomyces cerevisiae, conforme observado pelos escores intermediarios
de inflamagao ruminal e pouca alteracdo na morfologia de papila ruminal. Em contrapartida este grupo
possuiu maiores escores de indice mitotico, indicando que apesar do insulto ruminal, as células do epitélio
estavam se replicando em maior quantidade para promover a reparacio tecidual (Diaz et al, 2018).

A razdo vilosidade: cripta é um critério util para estimar a digestibilidade e capacidade absortiva
do intestino delgado. Desta maneira a Saccharomyces cerevisiae na apresentacao autolisada tornou o
epitélio intestinal mais saudavel e, portanto, com maior capacidade de proliferacao e absorgao, o que pode
ter contribuido também com o incremento da imunidade. Ressalta-se ainda que mananoligossacarideos e
de B-glucanas podem atuar na modulacdo do sistema imune por meio da efetividade dos fagocitos
sanguineos e por sua func¢do de adsorvente de micotoxinas e patdgenos, visto também em outros estudos
(Liu et al. 2008, Broadway et al. 2015, Yuan et al. 2015, Acharya et al. 2017).

CONCLUSAO

Conclui-se que ambas as apresentacdes de S. cerevisiae aumentaram a saude dos animais em
relagdo ao grupo controle, destacando-se a suplementacdo com cultura de S. cerevisiae, que resultaram em
menor alteragdo de papilas ruminais compativeis com menor ocorréncia de SARA, refletindo em ganhos
imunolégicos em menor ocorréncia de CRB. O autolisado de S. cerevisiae demonstrou maior efeito
intestinal, com atuacdo de menor em monta em inflamagao ruminal, que embora tenha promovido ganho
imunoldgico similar ao encontrado com a cultura de S. cerevisiae, refletiu em menor saude do trato
respiratorio.
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Figura 1- Metabolismos oxidativo de leucécitos sanguineos (MO) de novilhos confinados
submetidos a cultura e ao lisado de Saccharomyces cerevisiae.

MO-Valores expressos em mediana primeiro e terceiro quartis e valores maximos e minimos. N /L-
Valores expressos em média e desvio padrdo. CON- Controle, CUL- cultura de Saccharomyces cerevisiae,
AUT- Saccharomyces cerevisiae autolisada. Letras minudsculas diferentes no mesmo tratamento, indicam

diferenca estatistica ao longo do tempo (P<0,05); * P<0,05, *** P<0,0001 indicam diferenca estatistica entre
os tratamentos, naquele momento.
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Figura 2- Haptoglobina sérica (H), temperatura retal (T) e razio neutréfilo/linfocito (N/L) de
novilhos confinados submetidos a cultura e ao lisado de Saccharomyces cerevisiae.

H-Valores expressos em mediana primeiro e terceiro quartis e valores maximos e minimos. T-
Valores expressos em média e desvio padrdo. CON- Controle, CUL- cultura de Saccharomyces cerevisiae,
AUT- Saccharomyces cerevisiae autolisada. Letras mintsculas diferentes no mesmo tratamento, indicam
diferenca estatistica ao longo do tempo (P<0,05); * P<0,05, *** P<0,0001 indicam diferenca estatistica entre
os tratamentos, naquele momento.
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Figura 3- Frequéncia de animais com secre¢do nasal mucopurulenta e pneumonia de novilhos
confinados submetidos a cultura e ao lisado de Saccharomyces cerevisiae.

CON- controle, CUL- cultura de Saccharomyces cerevisiae, AUT- Saccharomyces cerevisiae
autolisada. Letras minusculas diferentes e asteriscos indicam diferenca estatistica entre os tratamentos, *
P<0,05, ** P<0,001.
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Histomerphelogy of rumen papilla Mitotic index score of rumen epithelium
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Figura 4- Histomorfologia papilas ruminais e porcentagem de protozodarios ruminais pequenos,
médios e grandes, frequéncia dos escores de indice mitético e de inflamagdo ruminal de novilhos
confinados submetidos a cultura e ao lisado de Saccharomyces cerevisiae.

CON- controle, CUL- cultura de Saccharomyces cerevisiae, AUT- Saccharomyces cerevisiae
autolisada. TW- Largura total, NKE- epitélio ndo queratinizado, SC- extrato cdrneo, CT- tecido conjuntivo.
S- Pequenos, M- Médios, L-Grandes. Considerou-se pequeno (até 40 x 60 um), médio (até 100 x 150 um) e
grande (maior que 100 x150 um). Letras minusculas diferentes na mesma variavel indicam diferenca
estatistica entre os tratamentos (P<0,05).
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Figura 5- Histomorfologia intestinal de duodeno e jejuno de novilhos confinados submetidos a
cultura e ao lisado de Saccharomyces cerevisiae.

CON- Controle, CUL- cultura de Saccharomyces cerevisiae, AUT- Saccharomyces cerevisiae
autolisada. Letras minusculas diferentes na mesma variavel indicam diferenca entre tratamentos (P<0,05).
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Tabela 1 - Composi¢cdo quimica dos alimentos utilizados na alimentacdo dos animais e valores médios da
dieta experimental, com base na matéria seca total.

Parametros Silagem de milho Concentrado  Dieta experimental
Matéria seca, % MN 34,22 91,97 63,10
Matéria mineral, % MS 2,64 6,36 4,50
Proteina bruta, % MS 6,57 20,20 13,39
AUTrato etéreo, % na MS 2,43 2,05 2,24
Fibra em detergente neutro, % MS 45,30 31,47 38,39
Fibra em detergente acido, % MS 26,57 13,08 19,83
Lignina, % MS 3,85 4,73 4,29
Nutrientes digestiveis totais, % MS 69,24 78,68 73,96
Ca, % MS 0,13 1,67 0,90
P, % MS 0,25 0,58 0,42

Nivel de garantia do premix por kg de concentrado: vit. A: 16000 IU; vit D3: 2000 IU; 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; e Zn: 95,20 mg.

Tabela 2- Leucograma de novilhos confinados submetidos a cultura e ao lisado de Saccharomyces

cerevisiae.

Leucdbcitos DO D16 D44 D72 D100
CON 17903.33 20065.56 18341.11 19105.56 19560.00
1024.00 1187.00 1318.00 1380.00 1181.00
CUL 18052.50 20506.00 20318.00 19847.00 18781.00
2030.00 1486.00 1715.00 1912.00 1520.00
AUT 20350.00 19941.11 16861.25 19920.00 19427.78
1389.00 979.20 2535.00 971.30 1003.00
Tukey 0.49 0.94 0.35 0.92 0.90
Neutréfilos
CON 3706.40 4924.07 4228.31 5863.13 5845.02
561.85 377.84 621.44 535.74 893.00
CUL 4985.06 4176.30 4460.46 4989.63 5795.89
1498.20 273.40 494.07 708.56 544.95
AUT 5548.67 5602.93 5007.33 5876.07 6358.70
1194.40 685.96 833.80 731.50 617.27
Tukey 0.55 0.11 0.7 0.56 0.82
Linfécitos
CON 12172.91 13208.6 11829.39 10927.61 11811.56
1072.3 1112.3 655.76 757.09 1147.9
CUL 18699.79 13195 14232.3 13157.41 11228.77
5355.7 1888.9 1591 1431 1280.5
AUT 1264596  12317.6 10227.5 12111.78 11047.73
1120.1 800.15 663.3 643.08 891.34
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Tukey 0.33 0.88 0.06 0.33 0.89
Eosinéfilos
CON 92,785 89,805 139,15 125,44 93,412
25,717 26,119 27,067 54,57 17,698
CUL 65,35 74,069 58,713 65,443 62,15
10,939 17,991 11,32 17,917 12,507
AUT 66,502 77,047 90,412 51,526 96,553
23,043 18,109 35,629 16,906 43,274
Tukey 0,56 0,85 0,09 0,30 0,58
Monécitos
CON 8,024 14,149 10,079 9,3 14,658
3,843 5,379 4,843 7,792 6,546
CUL 13,149 40,761 7,68 21,361 9,543
4,517 10,295 3,289 5,705 3,872
AUT 16,067 32,464 2,71 14,592 8,328
6,656 17,985 2,71 6,108 5,034
Tukey 0,54 0,27 0,40 0,42 0,67

Legenda: CON- controle. CUL- cultura de Saccharomyces cerevisiae. AUT- Saccharomyces cerevisiae lisada.

-_—

Escore de inflamag3o leve: nota-se menor queratinizacio
de papila (Axul), menor espessura de papila (Amarela) e
poucas células inflamatérias em lamina propria (verde)

100x

B

Escore de inflamacio grave: nota-se malor queratinizacdo
de papila (Axul), malor espessura de papila (Amarela) ¢
muitas células inflamatdrias em lamina propria (verde)

100x

Anexo 1- Histomorfologia de papila ruminal de novilhos terminados em confinamento. no

momento do abate.

Legenda- linha azul- extrato cérneo. Linha laranja: largura total de papila. circulo- indice mitético.
A- CUL. B- AUT e CON. Nota-se diferenca aumento da espessura da papila e do extrato cérneo
queratinizado e maior quantidade de infiltrado inflamatério em lamina prépria na prancha B.



34

Anexo 2- Protozoarios ruminais classificados em grandes e pequenos. Observados em lamina de
microscopia, aumento na objetiva de 40x. Circulados em azuis classificados em grandes, em verde os
médios e em laranja os pequenos.




