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RESUMO

Dois experimentos foram conduzidos com o objetivo de avaliar os efeitos da inclusdo de
leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae) e/ou mananoligossacarideos (parede celular
das leveduras, MOS) em suplementos, sobre os parametros ruminais, a digestibilidade
dos nutrientes, o desempenho, a morfologia ruminal e a resposta inflamatéria de
bovinos e ovinos alimentados com dieta a base de grdos. No experimento I, foram
utilizados trés bovinos machos castrados, da raca Holandesa, com peso corporal médio
de 497+3 kg, providos de céanulas ruminal e duodenal. O delineamento experimental
utilizado neste experimento foi Quadrado Latino 3x3. Os animais foram mantidos em
sistema de confinamento, alimentados ad libitum, com racdes constituida por 5% de
bagaco de cana e 95% de concentrado. Os tratamentos experimentais foram: controle
(sem aditivo); 1,5 g kg MS de leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae — NCYC
996 —10%° UFC g?) e 1,5 g kg* MS de mananoligossacarideos (MOS, 460 g kg de
parede celular de Saccharomyces cerevisiae). O consumo de matéria seca (MS), os
coeficientes de digestibilidade aparente ruminal, intestinal e total da MS, da matéria
organica (MO), da proteina bruta (PB), da fibra em detergente acido corrigida para
proteina (FDNcp), do extrato etéreo (EE) e dos carboidratos ndo fibrosos (CNF) ndo
foram influenciados pelos tratamentos (P>0,05). As concentracfes molares de &cido
isobutirico no rimen aumentaram (P<0,05) com a adic¢éo das leveduras vivas e MOS na
dieta. A concentracdo molar do acido isovalérico aumentou (P<0,05) apenas com a
adicdo de leveduras vivas, mas diminuiu (P<0,05) com a adi¢do de MOS. A adicdo de
leveduras vivas e MOS na dieta dos animais aumentou (P<0,05) o pH ruminal e reduziu
(P<0,05) as concentragbes médias de NHs; de 16,47 para 14,47 e 13,43 mg dL*,
respectivamente. As concentracGes de lipopolisacarideos (LPS) livres no ramen e no
fluido duodenal ndo foram influenciadas pelos tratamentos (P<0,05). Mas, os aditivos

reduziram as concentragdes plasmaticas de LPS e soro amiloide A (SAA). O eritograma
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apresentou valores normais, contudo, no leucograma, foi observada leucocitose e
linfocitose, porém, sem efeito dos tratamentos (P>0,05). No experimento II, foram
utilizados 32 ovinos mesti¢cos Dorper x Santa Inés, com peso médio de 24+2 kg. Os
animais foram mantidos em sistema de confinamento, e alimentados ad libitum, com
uma dieta contendo gréo inteiro de milho (765 g kg™), concentrado (145 g kg*; farelo
de soja, ureia, um suplemento mineral) e silagem de milho (9 g kg}). Os animais foram
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e
oito repeticdes. Os tratamentos utilizados foram: controle (sem aditivo); 2 g kg MS de
leveduras vivas; 2 g kg MS de MOS e a combinacéo de 2 g kg™ MS de leveduras vivas
+ 2 g kg MS de MOS. A levedura viva utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae-
NCYC 996 (10'° UFC g, LeSaffre®) e o MOS utilizado continha 460 g kg™ parede
celular de leveduras. O consumo de matéria seca (CMS), os parametros de desempenho
e o rendimento de carcaca ndo foram influenciados (P>0,05) pelos tratamentos. A
suplementacdo com MOS e a combinacdo de leveduras vivas e MOS resultaram em
aumento (P<0,05) do pH ruminal, enquanto as concentragdes totais de AGCC no rimen
foram maiores (P<0,05) apenas nas dietas que continham leveduras vivas e MOS. Foi
observada reducdo nas concentragdes de NHsz ruminal (P<0,05) dos animais que foram
suplementados com leveduras vivas (29,45 mg dL?), MOS (24,93 mg dL?) e a
associacéo dos aditivos (28,14 mg dL™!), comparados com o tratamento controle (36,54
mg dL?). O uso de leveduras vivas, MOS e a combinacéo dos dois aditivos reduziu a
concentragdo de LPS no plasma, com valores de 0,46; 0,44 e 0,04 EU mL?,
respectivamente, em comparagdo com o controle (0,93 EU mL™?). A adicdo de MOS na
dieta resultou em menor espessura total de epitélio ruminal (P<0,05) que as dietas
suplementadas com leveduras, enquanto que a espessura da camada cornea foi menor
com a adigdo de MOS e leveduras vivas + MOS, quando comparado com o controle. A
suplementacdo de levedura viva Saccharomyces cerevisiae (10° UFC ¢?) e
mananoligossacarideos (MOS; 460 g kg™?), nas doses avaliadas nos dois trabalhos (1,5 e
2 g kgt MS), em dietas a base de grdos aumentam os valores de pH ruminal e reduzem
as concentracbes de amoénia, além de diminuir a intensidade da acidose ruminal
subaguda, reduzindo, principalmente a translocacdo de lipopolisacarideos a corrente

sanguinea, a ocorréncia de hiperqueratose ruminal e a apari¢do de abscessos hepéticos.

Palavras-chave: acidose ruminal, lipopolisacarideos, oligossacarideos, prebioticos



ABSTRACT

Two experiments were carried out to evaluate the live yeast Saccharomyces cerevisiae
and/or mannanoligosaccharides, yeast cell wall, (MOS) supplementation on ruminal
fermentation, nutrient digestibility, performance, ruminal morphology and
inflammatory response of cattle and sheep fed high-grain diets. In the experiment I,
three Holstein steers, with mean body weight of 497+3 kg, with ruminal and duodenal
cannulas were used. The experimental design was a 3x3 Latin square. The animals were
housed in individual pens, receiving diet ad libitum contained 5% forage and 95%
concentrate. The treatments were control (no additive), 1.5 g kg DM live yeast
(Saccharomyces cerevisiae - NCYC 996- 10%° CFU g) and 1.5 g kg™t DM MOS (MOS,
460 g kg? yeast cell wall Saccharomyces cerevisiag). The dry matter intake (DM),
apparent ruminal, intestinal and total digestibility coefficients of DM, organic matter
(OM), crude protein (CP), protein corrected acid detergent fiber (NDFcp), extract
ethereal (EE) and non-fibrous carbohydrates (NFC) were not influenced by treatments
(P>0.05). The molar concentrations of isobutyric acid in the rumen increased (P<0.05)
with the addition of live yeasts and MOS in diet. The molar concentration of isovaleric
acid increased (P<0.05) only with the addition of live yeasts, but decreased (P<0.05)
with addition of MOS. The addition of live yeasts and MOS in the animals' diet
increased (P<0.05) the ruminal pH and reduced (P<0.05) the mean concentrations of
NH; from 16.47 to 14.47 and 13.43 mg dL?, respectively. Concentrations of free
lipopolysaccharide (LPS) in rumen and duodenal fluid were not influenced by
treatments (P>0.05). However, the additives reduced (P<0.05) the plasma
concentrations of LPS and serum amyloid A (SAA). The erythrogram showed normal
values, however, in the leukogram, leukocytosis and lymphocytosis were observed,
however, without effect of the treatments (P>0.05). In the experiment I, 32 crossbred

sheep Dorper x Santa Inés, with average body weight of 24+2 kg was housed in
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individual pens, received diet ad libitum, based on whole corn grain (765 g kg?),
concentrate (145 g kg*; soybean meal, urea, mineral supplement and additive, probiotic
and/or prebiotic) and corn silage (90 g kg™l). The animals were distributed in a
completely randomized design with four treatments and eight repetitions. The
treatments were control (no additive), 2 g kg™t DM live yeast, 2 g kg DM MOS and the
combination containing 2 g kg™ DM live yeast + 2 g kg* DM MOS. The live yeast used
was Saccharomyces cerevisiae - NCYC 996- contained 10'° CFU g, and the MOS
(LeSaffre®) contained 460 g kg DM yeast cell wall. The dry matter intake (DMI),
performance parameters and carcass yield were not affected (P>0.05) by additives in the
diet. Supplementation with MOS and the combination of live yeasts and MOS resulted
in an increase (P<0.05) in ruminal pH, while total concentrations of ruminal motility
were higher (P<0.05) only in diets containing live yeasts and MOS. There was a
reduction in ruminal NH3z concentrations (P<0.05) of the animals supplemented with
live yeasts (29.45 mg dL-1), MOS (24.93 mg dL!) and the combination of the additives
(28.14 mg dL*) compared with the control treatment (36.54 mg dL!). The use of live
yeast, MOS and the combination of the two additives reduced the plasma LPS
concentration, with values of 0.46; 0.44 and 0.04 EU mL™, respectively, compared to
the control (0.93 EU mL™1). The addition of MOS in diet resulted in a lower total
ruminal epithelial thickness (P<0.05) than diets supplemented with yeasts, whereas the
thickness of the corneous layer was lower (P<0.05) with the addition of MOS and live
yeast + MOS than control treatment. The supplementation of live yeast Saccharomyces
cerevisiae (10'° CFU g) and mannanoligosaccharides (MOS, 460 g kg?) in the grain-
based diets at the doses evaluated in the two studies (1.5 and 2 g kg-1 MS) increase
ruminal pH values and reduce ammonia concentrations, as well as reduce the intensity
of subacute ruminal acidosis, mainly reducing lipopolysaccharide translocation to the
bloodstream, the occurrence of ruminal hyperkeratosis and the appearance of hepatic

abscesses.

Key words: lipopolysaccharide, oligosaccharides, prebiotics, probiotics, ruminal

acidosis



I- INTRODUCAO

A maximizacao da renda liquida e a reducdo no tempo de retorno do capital faz
parte das metas de pecuaristas e técnicos, e tem levado a pecudria de corte a intensificar
seus sistemas de producgdo. No entanto, esses agentes ndo podem perder de vista a
competitividade, a sustentabilidade e a producdo de produtos de qualidade. O
confinamento é uma das praticas desses sistemas mais intensivos e, no Brasil, tem
crescido consideravelmente, pois traz inimeras vantagens, como o aumento da lotacdo e
do estoque de gado, permitindo aproveitar melhor as areas de pastagens e diversificar a
producdo, favorecendo o aumento da produtividade (Claudino et al., 2013).

Um dos fatores ligados a producdo de animais confinados que tem maior peso no
custo de producdo é a alimentagdo. No Brasil, os confinamentos mais profissionalizados
tem adotado dietas com menor utilizagdo de volumosos e maiores quantidades de
concentrados, principalmente a base de grdos (Gonzalez et al., 2012). Isso se deve ao
fato de que os alimentos concentrados sdo armazenados, processados e manuseados
com maior facilidade. Além disso, pela maior concentracdo de energia, permitem
aumentar o ganho de peso, melhorando a eficiéncia alimentar e reduzindo o tempo de
confinamento (Krause e Oetzel, 2006; Chang et al., 2015). No entanto, essas dietas
requerem maior atencdo, uma vez que, os desafios associados a esses planos
nutricionais sdo maiores, pois contribuem com o desenvolvimento de distarbios
digestivos, como a acidose ruminal aguda ou subaguda (Krause e Oetzel, 2006;
Calsamiglia et al., 2012; Chang et al., 2015).

1. Acidose ruminal subaguda

A acidose ruminal é uma condicao patoldgica associada a elevadas concentracdes
de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e &cido latico no rimen, provocando a queda



do pH ruminal para niveis abaixo de 6, prejudiciais aos microrganismos (Krause e
Oetzel, 2006; Calsamiglia et al., 2012).

Dietas ricas em concentrado (grdo de cereais e subprodutos) normalmente
apresentam maior concentragdo de carboidratos ndo fibrosos, maior fermentabilidade, e
favorecem o aumento das concentracdes dos AGCC muito rapidamente no rdmen
(Owens e Goetsch, 1993; Pacheco e Cruz, 2015). Quando o acimulo desses acidos no
rimen excede a taxa de remocéo (absorcédo pelo epitélio ruminal e passagem com a fase
liquida), ocorre queda acentuada do pH ruminal, diminuindo, simultaneamente, a
capacidade de tamponamento do rimen, reduzindo a eficiéncia da flora microbiana e,
consequentemente, do processo de fermentacdo ruminal. Tais mudancas tém impactos
muito negativos no desempenho produtivo do animal (Kleen et al., 2003; Krause e
Oetzel, 2006; Fernando et al., 2010).

A acidose ruminal aguda e a subaguda sdo dois distarbios com etiologia
semelhante, mas sdo clinicamente diferentes. Durante a acidose ruminal aguda,
frequentemente, as consequéncias sdo fatais quando o pH ruminal cai abaixo de 5,0. Os
animais ndo adaptados as dietas a base de grdos, particularmente, sdo 0s mais
suscetiveis a acidose ruminal de tipo agudo. Provavelmente devido a falta de
desenvolvimento das papilas ruminais, que permitam maior absor¢do dos AGCC, e a
escassez de bactérias utilizadoras de lactato no meio ambiente ruminal (Enemark et al.,
2002; Krause e Oetzel, 2006).

A progressdo patoldgica da acidose ruminal aguda inclui altas concentragdes de
acido latico no rumen, desidratacdo, rumenite e acidose metabdlica (Owens et al.,
1998). Nesse caso, 0s animais apresentam sinais clinicos como anorexia, dor abdominal,
taquicardia, taquipnéia, diarreia, letargia, distensdo abdominal, andar cambaleante,
decubito e morte (Krause e Oetzel, 2006).

No caso de acidose ruminal subaguda os valores de pH normalmente observados
ficam abaixo de 5,8 por periodos superiores a 5,4 h dia (Zebeli et al., 2008). Os
impactos negativos da acidose subaguda em bovinos confinados estdo relacionados aos
seus efeitos sobre o consumo, 0 metabolismo dos nutrientes e saude animal (Gomez et
al., 2014).

O controle do pH ruminal tem um papel primordial no processo de fermentagéo
no ramen, o qual depende de quatro fatores fundamentais, a producdo de AGCC, a

eliminacdo dos mesmos por meio da absorcdo pela parede ruminal, o fluxo com a fase



liquida para o omaso e a capacidade de tamponamento do meio (Calsamiglia et al.,
2012).

Os AGCC podem ser absorvidos de forma passiva ou ativa através da parede
ruminal e a taxa de absorcdo depende da concentracdo, do pKas e do tamanho da
molécula (Kozloski, 2011). Quando os AGCC estdo na forma ionizada, sdo absorvidos
como anion por difusdo facilitada na troca por ions bicarbonato com o fluido ruminal.
Por outro lado, quando os AGCC se encontram no estado ndo ionizados sdo absorvidos
por difusdo passiva, sem gasto de energia. O pKa dos AGCC é superior a 4,7 e, a
medida que o pH do rimen se aproxima desse valor (pKa 4,7), aumenta a proporcao de
AGCC na forma ndo ionizada, aumentando sua taxa de absorcdo (Enemark et al., 2002;
Kozloski, 2011).

A absor¢do dos AGCC contribui para a manutengdo do pH perto da neutralidade
devido a secrecdo de bicarbonato no rimen. Cerca de 50% do bicarbonato presente no
rimen vém da saliva, durante a alimentacdo e ruminacgdo, enquanto que 0s outros 50%
vém da absorcdo ativa dos AGCC (Owens et al., 1998). No entanto, dietas ricas em
concentrado, tendem a reduzir a producdo de saliva e bicarbonato que tamponam o
rimen. Assim, com a capacidade de tamponamento reduzida, combinada com um
aumento da produgdo de AGCC, aumenta a incidéncia de acidose ruminal (Krause e
Oetzel, 2006).

Da mesma forma, se a mucosa ruminal ndo esta adaptada e a superficie de
absorcdo € menor, ocorrera dificuldade para absorver a alta concentracdo de AGCC no
meio ruminal, favorecendo a queda do pH (Nordlund et al., 1995). A queda no pH
ruminal implica em intensas modificacbes no ecossistema microbiano, tais como a
reducdo na populacdo de bactérias celuloliticas, com a consequente reducdo da
degradacdo dos carboidratos estruturais, e morte de bactérias Gram-negativas,
mudancas que podem ocorrer em menos de 24 horas. Além disso, 0 ambiente acido do
ramen favorece o crescimento de bactérias amiloliticas como a Streptococcus bovis, a
qual libera acido latico como produto final de fermentacdo (Calsamiglia et al., 2012).
Megaspera elsdenii e Selenomonas ruminantium, bactérias chave no controle do &cido
latico produzido no rimen (Fernando et al., 2010).

O acido latico pode causar reducdo muito mais acentuada do pH ruminal (<5.0)
devido ao seu pKa inferior (3,08) em comparacdo com o pKa dos AGCC (>4,7) (Krause

e Oetzel, 2006). N&o obstante, se houver um periodo de adaptacdo, além de um



equilibrio entre as bactérias produtoras e utilizadoras de &cido latico, é possivel que a
concentracdo deste acido no rumen permaneca baixa (acidose ruminal subaguda)
(Gozho et al., 2005; Calsamiglia et al., 2012).

A morte de bactérias sensiveis ao baixo pH pode desencadear a liberacdo de
componentes da parede celular, presente nas bactérias Gram-negativas, como 0s
lipopolisacarideos (LPS) ou endotoxinas, compostos toxicos para o hospedeiro
(Andersen, 2003; Gomez, et al., 2014; Chang et al., 2015). De forma geral, os LPS sdo
moléculas de grandes dimensdes constituidas de um lipidio A, um polissacarideo
(antigeno O) e um nucleo. A passagem dos LPS para a corrente sanguinea provoca um
forte estimulo ao sistema imunitario dos animais, promovendo uma resposta
inflamatdria, que tém efeitos sistémicos e afetam o desempenho produtivo do animal
(Andersen, 2003; Gozho et al., 2005; Khafipour et al., 2009; Gémez et al., 2014).

O mecanismo de translocacdo dos LPS do rumen para a circulacdo periférica
ainda ndo estd completamente esclarecido. Mas, tem sido sugerido que a translocacédo
acontece através da mucosa ruminal, causada pela alta osmolaridade (255 a 402 mOsm
L1) e pela ruminitis, inflamagc&o e ruptura das papilas ruminais ocasionada pelos &cidos
organicos (Gomez et al., 2014). Porém, Khafipour et al. (2009) demostraram que nao ha
correlacdo entre a concentragdo de LPS no rimen e a severidade da acidose ruminal,
assim como, do grau de inflamacdo em bovinos da raca Holandesa. Além disso, estes
autores justificam que o rumen apresenta uma estrutura histologica complexa, pelo que
pode ser impermeavel aos LPS em condicdes fisiologicas, a menos que sofra uma
consideravel lesdo na integridade do tecido.

Chin et al. (2006) observaram que a presenga dos LPS no lumen intestinal pode
induzir a apoptose das células, resultando em ruptura e inflamacgéo do epitélio (Chang et
al., 2015). Além disso, had aumento na producdo de 6xido nitrico, ocasionando aumento
da permeabilidade da mucosa e o fluxo sanguineo com entrada de células inflamatérias
(Chaucheyras-Durand et al., 2012; Gomez, et al., 2014). Também tém sugerido que a
translocacdo dos LPS ocorre principalmente no intestino (Gomez et al., 2014).

Os LPS também podem ser transportados para a circulacdo sanguinea através de
um mecanismo facilitado por acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (por
exemplo, &cido oleico) na formacdo de quilomicrom pelas células epiteliais intestinais
(Goshal et al., 2009).

Quando os LPS atingem a circulacdo sanguinea desencadeiam a producao de

proteinas de fase aguda (PFA), sendo as mais importantes a proteina de ligacdo a



lipopolisacarideos (LBP), haptoglobina (Hp), soro amiléide A (SAA) e a proteina C
reativa (CRP) (Gozho et al., 2005; Chang et al., 2015). As PFA séo formadas no figado
como resposta do animal a perturbacfes na homeostase causada por infeccédo, leséo de
tecidos, crescimento neoplésico ou distdrbios imunolédgicos (Andersen, 2003; Gomez, et
al., 2014).

A funcdo da LBP ¢é facilitar a remocdo de endotoxinas (LPS) do sangue,
transportando-as para 0os macrofagos quando as toxinas estdo em baixa concentracéo.
Desta forma, os LPS se ligam as LBP, para serem transportados para o figado, onde séo
detectados pelos receptores, Toll-receptor tipo 4 (TLR -4) e o grupamento de
diferenciacdo 14 (CD14 - cluster of differentiation) (Dobrovolskaia e Vogel, 2002). A
unido com estes receptores estimula os macrofagos hepaticos (células de Kupffer) e
outras células fagociticas a enviar sinais que ativam a liberagdo de citocinas, tais como,
0 oxido nitrico (NO), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-1 (IL-1) (Elsasser et al., 2008). Estas citocinas s&o importantes nas fases
inicias porque ajudam a mediar a reparacdo dos tecidos e a resolucdo da infeccédo, além
de estimular a producdo das mencionadas, proteinas da fase aguda (Andersen, 2003).

A Hp é uma glicoproteina plasmatica que ocorre durante a fase aguda da
inflamacdo e, sua principal funcdo é ligar-se @ hemoglobina (Hb) livre no plasma,
evitando que as bactérias translocadas a circulacdo, utilizem o ferro ligado a
hemoglobina (Gonzélez et al., 2010).

A CRP ¢ parte do sistema imune inato e pertence a familia das pentraxinas. Sua
principal fungdo é de se ligar a fosfocolina, permitindo o reconhecimento de patdgenos
ou constituintes fosfolipidicos de células danificadas. Ja a SAA, é uma apolipoproteina
de alta densidade (HDL), sintetizadas pelo figado ou mucosa intestinal e liberadas para
a circulacdo sanguinea no curso de uma doenca inflamatéria cronica de qualquer
etiologia infecciosa ou ndo infecciosa (Gomez, et al., 2014).

A SAA, a Hp e a CRP séo utilizadas como indicadores de inflamag&o em estudos
de inducdo a acidose ruminal subaguda, utilizando dieta a base de graos em ruminantes
(Gozho et al., 2005; Gozho et al., 2006; Lei et al., 2013). No entanto, cabe ressaltar que
estas proteinas ndo sdo indicadores especificos para a acidose ruminal subaguda,
podendo estar presentes em qualquer doenca de tipo inflamatério (Gonzélez et al.,
2010).

Embora a acidose subclinica ndo provoque aparecimento de sinais clinicos

especificos, foram demonstradas consequéncias clinicamente detectaveis. A variacdo do



consumo de matéria seca, o timpanismo e a diarreia sdo sinais clinicos consistentes e
indicadores sensiveis da acidose ruminal subaguda (Krause e Oetzel, 2006).

Krajcarski-Hunt et al. (2002) encontraram diminuicdo de 25% no consumo de
matéria seca, durante periodos de acidose ruminal subaguda induzida, em comparagédo
com animais sadios, o que pode ser o resultado da motilidade ruminal reduzida, devida
possivelmente, a elevada producdo de AGCC no rdmen, elevada osmolaridade e a
resposta inflamatdria (em fase aguda) (Gonzalez et al., 2012). Esses fatores acarretam
piora na conversao alimentar, atraso no crescimento, baixo desempenho animal no
periodo de confinamento e na perda da funcdo reprodutiva, além de poder resultar em
hiperqueratose e paraqueratose ruminal (Gémez et al., 2014).

Com o desenvolvimento de hiperqueratose e paragueratose ruminal, a funcéo da
mucosa como barreira seletiva entre o ambiente ruminal e a corrente sanguinea é
prejudicada, permitindo a invasdo de bactérias oportunistas (Actinomyces pyogenes,
Clostridium spp., Staphylococcus spp, Fusobacterium necrophorum), que podem
alcancar o figado e outros tecidos através da corrente sanguinea, onde é possivel
estabelecer focos infecciosos (Kleen et al., 2003).

Segundo Krause et al. (2006), os animais acometidos com abscessos hepaticos
tém sua taxa de crescimento diminuida, causando significativa perda produtiva e
econbmica. Além disso, a presenca de abscessos hepaticos causa reducdo de até 11% no
ganho de peso diério e de 9,7% na eficiéncia alimentar (Brink et al., 1990).

Somado a isto, a frequéncia, a intensidade e a duracdo dos episddios acidéticos
sisttmicos sdo 0s mecanismos responsaveis pela liberagdo de substancias vasoativas,
como endotoxinas e histamina, as quais estdo claramente implicadas no aparecimento
de laminite e sindrome de depressdo gordurosa no leite (MDF) (Chaucheyras-Durand et
al., 2012).

Cabe ressaltar que a acidose subclinica é uma doenca associada ao rebanho e nao
ao individuo, com consequéncias que representam grandes prejuizos em toda cadeia de
producdo (Enemark et al., 2002). Para animais confinados, a ocorréncia da acidose é da
ordem de 3 a 7%, e cerca de um ter¢co da mortalidade apresentada em confinamento

podem ser devidas a este disturbio digestivo (Pacheco e Cruz, 2015).



2. Aditivos alimentares para a prevencéo de acidose ruminal subaguda

Os problemas causados pela acidose ruminal subaguda normalmente séo de dificil
tratamento, e na maioria das vezes, estes sdo pouco eficazes. Dessa forma, torna-se
necessario estabelecer estratégias que permitam prevenir esse distarbio digestivo. Nesse
contexto, a mistura uniforme da racdo, a formulagdo adequada da ra¢do, o manejo de
cocho e a inclusdo de aditivos na dieta sdo pontos chaves para minimizar ou eliminar os
efeitos negativos da acidose (Calsamiglia et al., 2012; Pinloche et al., 2013).

A utilizacdo de aditivos alimentares permite melhorar a eficiéncia alimentar,
estimular o crescimento e 0 ganho de peso, e a0 mesmo tempo, beneficiar a salde e o
metabolismo dos animais, principalmente em condi¢cbes onde a exigéncia do
desempenho € maior, como acontece nos sistemas intensivos de producéo (Rai et al.,
2013).

Aditivos como os antibioticos iondforos, por exemplo, tem contribuido para uma
producdo mais eficiente e rentavel, assim como para o controle da acidose ruminal
(Pacheco e Cruz, 2015). Contudo, em funcdo de movimentos contra o0 uso de
antibidticos como promotores do crescimento, pesquisadores tem trabalhado na busca
por aditivos naturais (probioticos e prebidticos), que além de melhorar a eficiéncia
produtiva, promovam a saude animal sem deixar residuos na carcaca, permitindo aos
animais responder positivamente aos desafios que lhes sdo impostos (Krause e Oetzel,
2006; Gonzalez et al. 2012).

2.1. Probioticos: Leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae

O probidticos, também conhecidos como direct-fed microbials (DFM), séo
definidos como suplementos alimentares a base de microrganismos Vvivos, que
adicionados na alimentacdo dos animais em pequenas doses, causam efeitos benéficos,
como a estabilidade da microflora intestinal (Fuller, 1989; Uyeno et al., 2015).
Particularmente para os ruminantes, os probidticos podem melhorar a fungdo ruminal,
uma vez que, esses microrganismos podem sobreviver e permanecer metabolicamente
ativos no ramen, interagindo com as espécies microbianas responsaveis pela digestao
dos alimentos. Os probi6ticos favorecem a digestdo e o aproveitamento dos nutrientes,

principalmente da proteina e da hemicelulose, assim como, a reducdo das concentracfes



de é&cido latico ruminal, o aumento das concentracdes de propionato ruminal e a
estabilizacdo do pH do ramen, entre outras (Callaway e Martin, 1997; Vyas et al.,
2014).

Atualmente, uma grande variedade de DFM encontram-se disponiveis
comercialmente, alguns como bactérias dos géneros Lactobacillus sp., Bifidobacterim
sp., Streptococcus sp. e fungos como a Saccharomyces sp. (Uyeno et al., 2015).

Entre os fungos, as leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae, tém sido
amplamente exploradas na nutricdo de ruminantes por seus efeitos benéficos sobre a
eficiéncia alimentar e o desempenho dos ruminantes, sendo considerada como aditivo
alternativo ao uso de antibidticos (Beauchemin et al, 2003; Fonty e Chaucheyras-
Durand; 2006; Broadway et al., 2015).

Cabe ressaltar, no entanto, que as leveduras vivas como a Saccharomyces
cerevisiae ndo crescem naturalmente no ecossistema ruminal, devido a que as
carateristicas de temperatura e pH do rimen, ndo favorecem seu desenvolvimento. A
temperatura ideal para o desenvolvimento da levedura fica ao redor de 27°C e o pH de
3,5 a 5,0, tornando-se necessaria a suplementacdo continua na dieta dos animais
(Chaucheyras-Durand et al., 2012).

Estudos que envolveram o uso de leveduras vivas na nutricdo de ruminantes
mostraram maior ganho de peso e melhoria geral da salde e bem-estar dos animais
(Callaway e Martin, 1997; Ding et al., 2008; Silberberg et al., 2013). No entanto, 0s
mecanismos de acdo da Saccharomyces cerevisiae quando incluidas na dieta de
ruminantes ainda ndo foram totalmente esclarecidos, porém, considera-se que estdo
associados a mudancas no ecossistema ruminal (Kowalik et al., 2011).

Estudos in vitro (Newbold et al., 1995) mostraram que 0 modo de acdo de
Saccharomyces cerevisiae em ruminantes esta relacionado a capacidade da célula da
levedura em captar oxigénio, favorecendo a anaerobiose, pois consomem 0xigénio no
rimen. Embora o rimen seja conhecido por ser ambiente anaerdbio, existe entrada de
oxigénio por meio da ruminacdo, da ingestdo de agua e de alimentos, prejudicando a
maioria das bactérias ruminais, principalmente as celuloliticas, reduzindo sua adsorcao
as fibras da dieta e comprometendo a digestdo do alimento (Chaucheyras-Durand et al.,
2012).

Segundo Barford e Hall (1979), a taxa respiratéria da Saccharomyces cerevisiae
varia em niveis superiores a concentracdo de oxigénio observada no fluido ruminal. A

atividade respiratdria da Saccharomyces cerevisiae varia de 200 a 300 mmol min? g



(Newbold, 1996). Assim, mesmo nas baixas inclusdes utilizadas na alimentagéo de
ruminantes, as leveduras vivas podem contribuir com o ambiente anaerébio do rumen,
criando um ambiente favoravel para o crescimento das bactérias ruminais (Newbold et
al., 1995; Fonty e Chaucheyras-Durand, 2006).

O aumento do numero de bactérias celuloliticas no rdamen, principalmente
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens, na
presenca de leveduras vivas, confirmam seu efeito benéfico no crescimento e/ou
atividades dessas bactérias (Chaucheyras-Durand e Fonty, 2002; Pinloche et al., 2013).
Com o0 aumento do namero de bactérias celuloliticas no rimen, alguns pesquisadores
observaram aumento na degradacdo ruminal da fibra (celulose e hemicelulose), assim
como, maior fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado (Newbold et al.,
1995; Chaucheyras-Durand et al., 2012; Pinloche et al., 2013; Ding et al., 2014). No
entanto, esses resultados foram descritos com maior frequéncia em estudos in vitro (Lila
et al.,, 2004), ja& em trabalhos in vivo, os resultados sdo variados e nem sempre
evidenciam efeito sobre a digestdo da fibra (Silberberg et al., 2013).

A habilidade especifica das leveduras vivas para estimular o crescimento ou a
atividade metabolica de bactérias ruminais, como por exemplo, Megasphaera elsdenii e
a Selenomonas ruminantium, principais bactérias utilizadoras do lactato como substrato
energético, tem sido bem documentada (Chaucheyras et al., 1996; Callaway e Martin,
1997; Pinloche et al., 2013; Ding et al., 2014). A presenca de um maior nimero de
bactérias utilizadoras de lactato no rimen contribui para a reducao desse acido organico,
0 que favorece a regulagéo do pH ruminal (Lila et al, 2004; Chaucheyras-Durand et al.,
2008).

Bach et al. (2007) verificaram que a suplementagcdo com leveduras vivas estabiliza
0 pH ruminal méaximo de 0,5 unidades e minimo de 0,3 unidades em vacas em lactag&o.
Estes efeitos sugerem que as leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae podem ser
utilizadas na prevencdo de disturbios digestivos associados ao consumo de alimentos
concentrados (acidose ruminal).

Posteriormente, Ding et al. (2008), Chung et al. (2011) e Silberberg et al. (2013)
constataram que a suplementacdo com leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae), em
dietas a base de graos, para ruminantes, estabiliza o pH ruminal dos animais, reduzindo
as variages dréasticas de pH, o que resulta em maior estabilidade do ambiente ruminal

ao longo do dia.
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O impacto das leveduras vivas sobre a acidose ruminal subaguda ainda ndo esta
bem estudado, mas é provavel que a capacidade desses microrganismos em utilizar o
amido e 0s acucares sollveis (maltose e maltotriose), como substrato para seu
crescimento, desempenhe um papel importante na reducdo da taxa de producdo de
acidos organicos no rimen (Lynch e Martin, 2002; Fonty e Chaucheyras-Durand;
2006). Esse efeito foi demonstrado em um estudo in vitro, onde a levedura viva
Saccharomyces cerevisiae foi capaz de superar a bactéria Streptococcus bovis, ao
competir pela utilizacdo de acgucares, limitando a quantidade do lactato produzido pela
Gltima (Chaucheyras et al., 1996).

Brossard et al. (2006) alimentaram ovinos com uma dieta contendo 600 g kg™ de
grdo de trigo, e ao utilizar leveduras vivas observaram aumento no crescimento de
protozoarios ciliados do género Entodiniomorphid sp., além da estabilizacdo do pH no
fluido ruminal. Posteriormente, Kowalik et al. (2011) também observaram aumento no
numero total de protozoarios ciliados, principalmente do género Diplodiniu sp. no
rimen de cabras adultas suplementadas com Saccharomyces cerevisiae (CNCM I-
1077).

Os granulos de amido sdo degradados por protozoarios a uma taxa mais lenta do
que a taxa de degradacgdo das bactérias amiloliticas, liberando AGCC como produto da
fermentacdo, em vez de lactato (Kurihara et al., 1968). De acordo com Michatowski
(1987), a manutencdo dos protozoarios ciliados no rimen é fundamental, pois produzem
principalmente &cido acético e butirico, que contribuiram com 52,9 e 41,3%,
respetivamente, do total de AGCC, produzidos no ramen dos carneiros. Somado a isso,
protozoarios do género Entodiniomorphs também sdo capazes de utilizar o lactato e,
portanto, podem evitar sua acumulacdo no raimen (Chaucheyras-Durand et al., 2008).

Beauchemin et al. (2003) e Brossard et al. (2006), ndo verificaram mudancas na
producéo total de AGCC em bovinos suplementados com leveduras vivas. Porém, pode
ocorrer mudangas em suas proporgdes, com aumento na concentragdo de propionato e
reducdo na concentracdo de butirato (Beauchemin et al., 2003; Chung et al., 2011).
Mais recentemente, Pinloche et al. (2013) observou aumento da quantidade e da
atividade dos microrganismos anaerobios, bactérias e protozoarios presentes no rimen,
e aumento na concentracdo de AGCC no rdmen de animais suplementados com
leveduras vivas.

Estudos realizados in vitro e in vivo comprovaram uma reducdo na producao de

amonia (NHz) na presenca de cepas de leveduras vivas (Williams et al, 1991;
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Chaucheyras-Durand e Fonty, 2002). A diminui¢do na concentracdo de NHz no rimen
deve-se a estimulacdo do crescimento da populacéo de bactérias que utilizam peptideos
e aminoacidos como fonte de energia para a producao de proteina microbiana.

Outro efeito interessante descrito por Bach et al. (2007), é uma mudanca no
comportamento alimentar das vacas leiteiras suplementadas com leveduras vivas, uma
vez que, 0s animais suplementados apresentaram um intervalo entre refeicdo mais curto
(3,32 h), quando comparados com vacas ndo suplementadas (4,32 h). A mudanca no
comportamento alimentar também pode ser responsavel pelas mudangas no pH ruminal,
mas o controle da acidez ruminal pela adicdo de leveduras vivas na dieta de bovinos, é
evidenciada ap6s uma semana de suplementacdo (Chaucheyras-Durand et al., 2008).

O aumento no consumo de matéria seca com a adicdo de probidticos como as
leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae na dieta pode ser atribuido ao aumento na
taxa de digestdo da fibra e na taxa de passagem (Wallace e Newbold, 1993). O aumento
do consumo de matéria seca pela suplementacédo de leveduras vivas deve-se ao controle
do pH ruminal, uma vez que o baixo pH é um fator limitante do apetite (Chaucheyras-
Durand et al., 2012).

A adicdo de leveduras vivas na dieta de bezerros resultou em respostas positivas
no desempenho, com aumento no consumo de matéria seca e ganho de peso diario, o
que poderia estar relacionado com uma melhora nos parametros de desenvolvimento do
rimen, tais como o comprimento e largura das papilas e a espessura da parede do rimen
(Lesmeister et al., 2004).

Além de todos os efeitos benéficos sobre o ambiente ruminal e a produgdo animal,
0 uso das leveduras vivas exerce efeitos positivos sobre o sistema imunoldgico, uma vez
que os componentes da parede celular das leveduras sdo responsaveis em ativar as
respostas de defesa locais e sisttmicas nos animais, devido a presenca de
mananoligossacarideos (MOS) na superficie externa da parede celular da levedura
(Vyas et al., 2014; Broadway et al., 2015).

Embora os estudos sejam numerosos, 0s resultados publicados sobre a utilizacao
de leveduras vivas na dieta de ruminantes ainda sdo bastante controversos. A resposta a
suplementacdo com leveduras vivas é variavel e parece ser influenciada por fatores
relacionados ao animal (estado fisiologico, dias em lactacdo, espécies), a dieta (tipo e
porcentagem de concentrado, modo de distribuicdo) e a levedura viva (estirpe, a dose e

modo de distribuicdo; Brossard, 2006).
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2.2. Prebiotico: Mananoligossacarideos (MOS)

Os prebioticos sdo definidos como ingredientes alimentares, constituidos
basicamente por polissacarideos e oligossacarideos, que ndo sdo digeridos na porcao
proximal do trato gastrintestinal, principalmente de animais monogastricos (Rai et al.,
2013). Assim é possivel que esses ingredientes atinjam o intestino grosso de forma
intacta e atuem favorecendo a multiplicacdo de bactérias benéficas, com a promocéo da
satde do hospedeiro. J& nos ruminantes, os prebioticos estimulam o crescimento de
diversas bactérias ruminais e intestinais benéficas, cujos metabdlitos atuam melhorando
0 aproveitamento e a digestibilidade dos alimentos (Uyeno et al., 2015).

Além disso, outros efeitos benéficos dos prebidticos, como agentes que atuam
contra  tumores, anti-inflamatdrios,  anti-mutagénicos,  hipocolesterolémico,
hipoglicémico e protecdo contra infec¢des vem sendo estudados e comprovados (Kim et
al., 2006).

Os compostos mais utilizados como aditivos prebidticos sdo 0s
frutoligossacaridos (FOS), encontrados em plantas como a cebola, alho, espargos,
banana e alcachofra, e os mananoligossacarideos (MOS) (Li et al., 2011).

Os MOS sdo moléculas de carboidratos complexos (oligossacarideos), derivados
da parede celular externa da levedura Saccharomyces cerevisiae (Klis et al., 2002). Os
MOS sao formados principalmente por uma estrutura complexa de manose fosforilada
(mananoproteinas), B-glucanos e proteinas, todas substncias bioldgicas naturais,
capazes de atuar como imunoestimulantes, ativando mecanismos inespecificos de
defesa nos animais (Klis et al., 2002; Li et al, 2011). Além disso, tem sido demostrado
que os componentes de parede de células de levedura podem ligar-se de forma
competitiva a bactérias Gram-negativas tais como Escherichia coli e Salmonella spp.
(Heinrichs et al., 2003), evitando a colonizacdo destas bactérias no trato digestorio dos
animais.

Prebidticos como os MOS tém sido utilizados como aditivos na produc¢do animal,
especialmente para aves, suinos e equinos, por melhorar o desempenho dos animais e o
escore fecal (Ferket et al., 2002; Kogan e Kocher, 2007). Em ruminantes, os efeitos dos
MOS tém sido estudados principalmente em bezerros, sendo observados resultados
benéficos sobre o desempenho, reducdo da colonizacdo de bactérias patogénicas na

parede intestinal dos animais (Heinrichs et al., 2003) e aumento da producdo de
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proteinas séricas relacionadas com imunidade, sugerindo uma melhor
imunocompeténcia contra doencas infecciosas (Kettunen et al., 2015).

O modo de agdo dos MOS no trato digestorio dos animais, ainda ndo esta
totalmente elucidado. Contudo, sabe-se que as mananoproteinas tem elevada afinidade
por se ligar as lectinas, presentes nas fimbrias Tipo 1, encontradas na superficie de
bactérias patogénicas, permitindo que os MOS, se liguem a uma ampla variedade de
microrganismos de forma competitiva, bloqueando a colonizacdo destes patdgenos no
trato digestorio (Heinrichs et al., 2003).

Dessa forma, bactérias patogénicas como Pseudomonas spp., Staphylococcus
aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli, portadoras de fimbria tipo 1, podem se ligar
aos MOS no trato digestério, evitando sua adesdo a parede do intestino. Uma vez que
ocorre a ligacdo bactéria-MQOS, as bactérias sdo eliminadas do organismo nas fezes
(Klis et al., 2002). Este mecanismo de acdo ajuda a preservar a integridade do epitélio
intestinal (Heinrichs et al., 2003).

Os MOS também sdo conhecidos por sua capacidade de "amarrar" ou “ligar"
toxinas, permitindo que essas substancias passem pelo trato digestério do animal sem
serem absorvidas (Johnson et al., 1997). A capacidade de ligacdo dos MOS as toxinas
depende das cargas positivas dos ligantes presentes em sua estrutura, sendo que, por
forca eletrostatica, sdo capazes de absorver endotoxinas (lipopolisacarideos) e
micotoxinas, visto que essas substancias quimicas toxicas apresentam carga negativa
(Johnson et al., 1997; Lei et al., 2013).

Adicionalmente, os B-glucanos apresentam efeitos imunomoduladores, dado que
sdo capazes de ativar mecanismos de defesa e desencadear uma resposta imune no
hospedeiro (Kim et al., 2006), motivo pelo qual o B-glucano é conhecido como um
modificador da resposta bioldgica (Broadway et al., 2015).

O B-glucano é um promotor da ativacdo do sistema imune inato, favorecendo a
prevencao de infeccBes através da estimulacdo de macrofagos e neutréfilos (Kim et al.,
2006). Estudos de citometria de fluxo, desenvolvidos por Rice et al. (2005), mostraram
que o B-glucano pode ser absorvido através das células M do epitélio intestinal,
atingindo a circulagdo sanguinea. As células M sdo massas de linfdcitos dispostos em
foliculos e cobertas por células epiteliais especializadas, também conhecidas como
placas de Peyer.

A modulagdo da atividade celular dos B-glucanos nos animais, tém inicio com o

reconhecimento de receptores como o dectin-1 e o receptor do sistema de complemento
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3 (CR3), presentes na superficie de células imunes como macrdéfagos/monacitos,
neutrofilos e células natural killer (NK) (Brown et al., 2006). O reconhecimento do f3-
glucano por Dectin-1 conduz a ativacdo celular que pode deprimir a resposta
imunoldgica pré-inflamatoria, através da producdo de citocinas anti-inflamatérias, como
as interleucinas 4 (IL-4), 10 (IL-10) e 13 (IL-13), as quais atuam sobre macrdfagos
ativados, reduzindo os efeitos das citocinas IL-1, IL-6, TNF-a e 0 oxido nitrico (NO).
Assim, os B-glucanos podem ser relevantes para doencas inflamatdrias, incluindo a
endotoxemia ou sepse (Luhm et al., 2006).

Por outro lado, Singboottra et al. (2006) descobriram que a expresséo reduzida de
IL-6 por acdo das mananas presentes na parede celular da levedura (MOS), foi mediada
através da diminuicao transitdria na expressdo do receptor Toll — receptor tipo 4 (TLR-
4). Esse receptor, quando ativado, desencadeia uma cascata de producdo de citocinas
inflamatorias e de proteinas de fase aguda.

Esses mecanismos de acdo tornam-se importantes na nutricdo de ruminantes, pois
ajudam a mitigar os efeitos negativos do uso de dietas contendo alta inclusdo de gréos e
o desenvolvimento de disturbios digestivos como a acidose ruminal (Lei e tal., 2013).
Burdick-Sanchez et al. (2013) observaram que a suplementagdo com 2,5 g dia’ de
MOS, melhorou o estado de saude de novilhas, reduzindo as respostas fisioldgicas de
fase aguda (especificamente a IL-6 e cortisol), quando expostas a um desafio com
endotoxinas.

Em outro estudo, Lei et al. (2013) observaram reducdo dos lipopolissacarideos
(endotoxinas) livres na digesta do intestino delgado e no plasma, em novilhas alimentas
com dieta a base de gréos e suplementadas com 2 g kg de MOS. Além disso, essa dose
foi eficaz na reducdo dos niveis de proteinas de fase aguda como, soro amiloide A
(SAA), haptoglobina (Hp), proteina-C reativa (CRP) e proteina ligante de LPS (LBP).
Este efeito é importante, uma vez que as proteinas pro-inflamat6rias promovem o
catabolismo muscular esquelético para fornecer substratos de energia para os tecidos
imunes (Gifford et al., 2012), o que prejudica a producéo.

Além de todos os efeitos benéficos sobre a imunidade, Shibata (1985) e Li et al.
(2007) observaram melhor eficiéncia na utilizagdo dos nutrientes em ruminantes
suplementados com MOS, decorrente da maior digestibilidade dos nutrientes da dieta.
Resultados semelhantes foram encontrados por Li et al. (2011), que observaram maior
fermentacdo ruminal e producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) com a

suplementacdo de niveis crescentes de oligossacarideos (0,2 a 0,8%) na dieta basal de
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ovelhas. O aumento crescente na producdo de propionato e a redugdo de amdnia (NHs)
no liquido ruminal (Li et al., 2011) também foram observados em ruminantes
suplementados com oligossacarideos. Cabe ressaltar que a reducdo da amonia sugere
que o nitrogénio foi utilizado como substrato para a sintese de proteina microbiana,
diminuindo a excrecdo de nitrogénio e 0 gasto energético para sintese e excrecdo de
ureia (Sniffen et al., 1992).

Finck et al. (2014) verificaram aumento no consumo de matéria de seca e do
ganho médio diario de novilhos confinados, submetidos a um desafio com
lipopolissacarideos e suplementados com 5 g dia®' de MOS. Em um experimento
durante 50 dias, Lei et al. (2013) observaram um aumento do ganho de peso diario em
novilhos confinados e suplementados com 2 g dia™ de MOS. Nesse contexto, Newman
et al. (1993) j& haviam observado que ganho de peso de bezerros suplementados com
MOS superou em aproximadamente 6,5% o peso do grupo controle.

Embora os efeitos benéficos da inclusdo dos MOS na dieta de animais néo-
ruminantes estejam bem documentados, os resultados em animais ruminantes ainda séo
contraditorios. Além disso, poucas pesquisas tém sido realizadas para confirmar esses
efeitos, possivelmente devido as especulagbes difundidas sobre os MOS sem
confirmacédo cientifica, visto que os MOS podem ser intensamente degradados pela
microflora ruminal e, deste modo, poderiam ndo proporcionar um efeito benéfico ao
hospedeiro. No entanto, Li et al. (2011) afirmaram que a presenca dos MOS no rimen
mesmo sendo degradados, modificam o ecossistema microbiano ruminal, melhorando a

eficiéncia produtiva dos ruminantes.

2.3. Associacdo de aditivos (leveduras vivas e MOS)

A utilizacdo de uma combinacédo de prebidtico e probiotico na dieta dos animais é
uma relacdo simbidtica, e constitui um novo conceito na utilizacdo de aditivos. Esta
associacdo € uma alternativa interessante no sentido de melhorar a sanidade do rebanho,
por meio dos mecanismos fisiologicos e microbiologicos (Hady et al., 2012). No geral,
as acOes de suplementos que contem leveduras vivas podem melhorar a fermentacédo
ruminal e a saude do trato digestivo (Mohammed et al., 2013).

O mecanismo de acdo dos MOS e as leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae

sobre 0 metabolismo dos ruminantes precisa ser melhor elucidado. Mais estudos sobre
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os efeitos no sistema imune dos animais, assim como na modificacdo da microflora
ruminal, o desempenho e a estimulacdo do sistema imune sdo necessarios. A inclusao
destes aditivos na dieta dos ruminantes, podem ser uma estratégia nutricional que
poderia ser adotada pelos produtores e industria visando a prevencdo de disturbios

digestivos como a acidose ruminal subaguda.



17

Il. Referéncias Bibliograficas

Andersen, P.H. 2003. Bovine Endotoxicosis— Some Aspects of Relevance to Production
Diseases. A Review. Acta veterinary scand 98: 141-155.

Bach, A.; Iglesias, C.; Devant, M. 2007. Daily rumen pH pattern of loose-housed dairy
cattle as affected by feeding pattern and live yeast supplementation. Animal Feed
Science and Technology 136: 156-163.

Barford, J.P; and Hall, R.J. 1979. An Examination of the Crabtree Effect in
Saccharomyces cerevisiae: The Role of Respiratory Adaptation. Journal of
General Microbiology 114: 267-275.

Beauchemin, K. A.; Yang, W. Z.; Morgavi, D. P.; Ghorbani, G. R.; Kautz, W.; Leedle,
J. A. Z. 2003. Effects of bacterial direct-fed microbial and yeast on site and extent
of digestion, blood chemistry, and subclinical ruminal acidosis in feedlot cattle.
Journal Animal Science 81: 1628-1640.

Brink, D. R., S. R. Lowry, R. A. Stock, and J. C. Parrott. 1990. Severity of liver
abscesses and efficiency of feed utilization of feedlot cattle. Journal Animal
Science 68:1201—1207.

Broadway, P. R.; Carroll, J.A.; Sanchez, N.C.B. 2015. Live Yeast and Yeast Cell Wall
Supplements Enhance Immune Function and Performance in Food-Producing
Livestock: A Review. Microorganisms 3: 417-427.

Brossard, L.; Chaucheyras-Durand, F.; Doreau, B.M.; Martin, C. 2006. Dose effect of
live yeasts on rumen microbial communities and fermentations during butyric
latent acidosis in sheep: new type interaction. Animal Science 82: 829-836.

Brown, G.D. 2006. Dectin-1: A signalling non-tlr pattern-recognition receptor. Nature
Reviews Immunology 6: 33-43.

Burdick-Sanchez, N.C.; Young, T.R.; Carroll, J.A.; Corley, J.R.; Rathmann, R.J,;
Johnson, B.J. 2013. Yeast cell wall supplementation alters aspects of the
physiological and acute phase responses of crossbred heifers to an endotoxin
challenge. Innate Immune 19: 411-419.

Calsamiglia, S.; Blanch, M.; Ferret, A.; Moya. D. 2012. Is subacute ruminal acidosis a
pH related problem? Causes and tools for its control. Animal Feed Science and
Technology 172: 42— 50.

Callaway, E. and Martin, S. 1997. Effects of a Saccharomyces cerevisiae culture on
ruminal bacteria that utilize lactate and digest cellulose. Journal Dairy Science 80:
2035-2044.

Chang, G.; Kai, Z.; Tianle, X.;Di, J.; Hans-Martin, S.; Xiangzhen, S.; Zhuang, S. 2015.
Feeding a high-grain diet reduces the percentage of LPS clearance and enhances
immune gene expression in goat liver. BMC Veterinary Research 67: 1-11.

Chaucheyras-Durand, F.; Chevaux, E.; Martin, C.; Forano, E. 2012. Use of yeast
probiotics in ruminants: Effects and mechanisms of action on rumen pH, fiber
degradation, and microbiota according to the diet. p. 119-152. In: Probiotic in
Animals. Rigobelo, E. ed. License InTech.

Chaucheyras-Durand, F., Madic, J., Doudin, F. and Martin, C., 2006. Biotic and abiotic
factors influencing in vitro growth of E. coli O157:H7 in ruminant digestive
contents. Applied and Environmental Microbiology 72: 4136-4142.

Chaucheyras, F.; Fonty, G.; Bertin, G.; Salmon, J.M.; Gouet, P. 1996. Effects of a strain
of Saccharomyces cerevisiae (Levucell SC), a microbial additive for ruminants,
on lactate metabolism in vitro. Canadian Journal of Microbiology 42: 927-933.

Chaucheyras-Durand, F. and Fonty, G., 2002. Influence of a probiotic yeast
(Saccharomyces cerevisiae  CNCM 1-1077) on microbial colonization and



18

fermentation in the rumen of newborn lambs. Microbial Ecology in Health and
Disease 14: 30-36.

Chaucheyras-Durand, F.; Walker, N.D.; Bach, A. 2008. Effects of active dry easts on
the rumen microbial ecosystem: Past, present and future. Animal Feed Science
and Technology 145: 5-26.

Chin, A.C.; Flynn, A.N.; Fedwick, J.P.; Buret, A. G. 2006. The role of caspase-3 in
lipopolysaccharide—mediated disruption of intestinal tight junctions. Canadian
Journal Physiol Pharmacol 84: 1043-1050.

Chung, Y. H. Walker, N. D.; McGinn, S. M. Beauchemin, K. A. 2011. Differing effects
of 2 active dried yeast (Saccharomyces cerevisiae) strains on ruminal acidosis and
methane production in nonlactating dairy cows. Journal of Dairy Science 94:
2431-2439.

Claudino, L.; Gédouin, M.; Poccad-Chapuis, R.; Darnet, L.F.; Waquil, P.; Tourrand, J.
F. 2013. Transformagdes nos territdrios de producdo bovina pelo desenvolvimento
do setor agropecuario: estudo comparativo entre Brasil e Uruguai. Interfaces em
Desenvolvimento, Agricultura e Sociedade 7: 8-42.

Dobrovolskaia, M. A. and Vogel, S.N. 2002.Toll receptors, CD14, and macrophage
activation and deactivation by LPS. Microbes and Infection 4: 903-914.

Ding, J.; Zhou, Z.M.; Ren, L.P.; Meng, Q.X. 2008. Effect of monensin and live yeast
supplementation on growth performance, nutrient digestibility, carcass
characteristics and ruminal fermentation parameters in lambs fed steam-flaked
corn-based diets. Asian- Australasian Journal Animal Science 21: 547 — 554.

Ding, G.; Chang, Y.; Zhao, L.; Zhou, Z.; Ren, L.P.; meng, Q.X. 2014. Effect of
Saccharomyces cerevisiae on alfalfa nutrients degradation characteristics and
rumen microbial populations of steers fed diets with different concentrate-to-
forage ratios. Journal of Animal Science and Biotechnology 5: 1-9.

Elsasser, T.H.; Caperna, T.J.; LI, C.J.; Kahl, S.; Sartin, J.L. 2008. Critical control points
in the impact of the proinflammatory immune response on growth and
metabolism. Journal Animal Science 86: 105-25.

Enemark, J.M.D.; Jgrgensen, R.J.; Enemark, P.S. 2002. Rumen acidosis with special
emphasis on diagnostic aspects of subclinical rumen acidosis: a review.
Veterinarija ir zootechnika 20: 16-29.

Ferket, P. R.; Parks, C. W.; Grimes, J. L. 2002. Benefits of dietary antibiotic and
mannanoligosaccharide supplementation for poultry. Multi-State Poultry Meeting
14-16.

Fernando, S. C.; Purvis, H. T.; Najar, F. Z.; Sukharnikov, L. O.; Krehbiel, C. R,;
Nagaraja, T. G.; Roe, B. A.; De Silva, U. 2010. Rumen microbial population
dynamics during adaptation to a high-grain diet. Applied and Environmental
Microbiology 76: 7482-7490.

Finck, D.; Ribeiro, F.; Burdick, N.; Parr, S.; Carroll, J.; Young, T.; Bernhard, B. C,;
Corley, J.R.; Estefan, A.G.; Rathmann, R.J.; Johnson, B.J. 2014. Yeast
supplementation alters the performance and health status of receiving cattle. The
Professional Animal Scientist 30: 333-341.

Fonty, G. and Chaucheyras-Durand, F. 2006. Effects and modes of action of live yeasts
in the rumen. Biology 61: 741—750.

Fuller, R. 1989. Probiotics in man and animals. Journal of Applied Bacteriology 66:
365-378.

Gifford, C.A.; Holland, B.P.; Mills, R.L.; Maxwell, C.L.; Farney, J.K.; Terrill, S.J.;
Step, D.L.; Richards, C.J.; Robles, L.O.B.; Krehbiel, C.R. 2012. Growth and




19

development symposium: impacts of inflammation on cattle growth and carcass
merit. Journal of Animal Science 90: 1438-1451.

Gomez, L.M.; Posada, S.L.; Olivera, M. 2014. Sub-Acute Ruminal Acidosis and non-
structural carbohydrates: a study model in nutritional immunology. CES
Medicina Veterinaria y Zootecnia, 9: 295-306.

Gonzélez, L.A.; Mantecab, X.; Calsamigliab, S.; Schwartzkopf-Gensweinc, K.S.;
Ferretb, A. 2012. Ruminal acidosis in feedlot cattle: Interplay between feed
ingredients, rumen function and feeding behavior (a review). Animal Feed
Science and Technology 172: 66— 79.

Gonzélez, F.H.D. Ruipérez, F.H.; Sanchez, J.M.; Souza, J.C. Martinez-Subiela, S.;
Ceron, J.J. 2010. Haptoglobin and serum amyloid A in subacute ruminal acidosis
in goats. La revista de la facultad de medicina veterinaria y de zootecnia 57:159-
167.

Goshal, S.; Witta, J.; Zhong, W.; Villiers, W.; Eckhardt, E. 2009. Chylomicrons
promote intestinal absorption of lipopolysaccharides. The Journal of Lipid
Research 50: 90-97.

Gozho, G. N.; Plaizier, J. C.; Rause, D. O. K.; Kennedy, A. D.; Wittenberg, M. 2005.
Sub-acute Ruminal Acidosis Induces Ruminal Lipopolysaccharide Endotoxin
Release and Triggers an Inflammatory Response. Journal Dairy Science 88:
1399-1403.

Gozho, G. N.; Krause, D. O.; Plaizier. J. C. 2006. Rumen lipopolysaccharide and
inflammation during grain adaptation and sub-acute ruminal acidosis in steers.
Journal Dairy Science 89: 404-4413.

Hady, M.M.; El-Banna, R. A Teleb, H. M.; Shimaa, R. A. 2012. Impact of Manna
Oligosaccharide (Bio-Mos®) and Esterified Glucomannan (MTB-100 ®) Dietary
Supplementation on Performance and Health Status of Barki lambs Under
Egyptian Conditions. International Journal of Chemical Engineering and
Applications 3: 264-268.

Heinrichs, A.J.; Jones, C.M.; Heinrichs, B.S. 2003. Effects of Mannanoligosaccharides
or antibiotics in neonatal diets on health and growth of dairy calves. Journal Dairy
Science 86: 4064-40609.

Johnson, P.J.; Casteel, S.\W.; Messer, N. T. 1997. Effect of feeding deoxynivalenol
(vomitoxin) - contaminated barley to horses. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation 9: 219-221.

Khafipour, E.; Krause, D. O.; Plaizier, J. C. 2009. A grain-based subacute ruminal
acidosis challenge causes translocation of lipopolysaccharide and triggers
inflammation. Journal Dairy Science 92: 1060-1070.

Kim, S. Y.; Song, H. J.; Lee, Y. Y.; Cho, K.H.; Roh, Y. K. 2006. Biomedical issues of
dietary fiber B-glucan. Journal Korean of Medical Science 21: 781-789.

Kleen, J. L.; Hooijer, G.A. Rehage, J.; Noordhuizen, J. P. T. M. 2003. Sub-acute
Ruminal Acidosis (SARA): a Review. Journal of Veterinary Medicine 50: 406—
414,

Klis, F. M.; Mol, P.; Hellingwerf, K.; Brul, S. 2002. Dynamics of cell wall structure in
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiology Reviews 26: 239-256.

Kogan, G. and Kocher, A. 2007. Role of yeast cell wall polysaccharides in pig nutrition
and health protection. Livestock Science 109: 161-165.

Kowalik, B.; Michatowski, T.; Pajak, J.J.; taciak, M.; Zalewska, M. 2011. The effect of
live yeast, Saccharomyces cerevisiae, and their metabolites on ciliate fauna,
fibrolytic and amylolytic activity, carbohydrate digestion and fermentation in the
rumen of goats. Journal of Animal and Feed Sciences 20: 526-536.



20

Kozloski, G.V. 2011. Bioquimica dos ruminantes. 3ed. Santa Maria: UFSM.

Krause, K.M. and Oetzel, G.R. 2006. Understanding and preventing sub-acute ruminal
acidosis in dairy herds: A review. Animal Feed Science and Technology 126:
215-236.

Krajcarski-Hunt, H.; Plaizir J. C.; Walton, J. P.; Spratt, R.; McBride, B. W. 2002.
Effect of sub-acute ruminal acidosis on in situ fiber digestion in lactating dairy
cows. Journal Dairy Science 85: 570-573.

Kurihara, Y.; Eadie, J. M.; Hobson, P.N.; Mann, S.O. 1968. Relationship between
band ciliate Protozoa in the sheep rumen. Journal of general microbiology 51,
267-288.

Lei, C.L.; Dong, G.Z; Jin, L.; Zhang, S.; Zhou, J. 2013. Effects of dietary
supplementation of montmorillonite and east cell wall on lipopolysaccharide
adsorption, nutrient digestibility and growth performance in beef cattle C.L.
Livestock Science, 158: 57-63.

Lesmeister, K. E.; Heinrichs, A. J.; Gabler, M. T. 2004. Effect of supplemental yeast
Saccharomyces cerevisiae) culture on rumen development, growth characteristics,
and blood parameters in neonatal dairy calves. Journal Dairy Science 87: 1832—
1839.

Li, G.-H.; Ling, B.M.; Qu, M.R.; You, J.M.; Song, X.Z. 2011. Effects of several
oligosaccharides on ruminal fermentation in sheep: an in vitro. Revue Médecine
Vétérinarie 162: 192-197.

Li, G.H.; Liu, B.; Qu, M.R.; Zhang, X.F.; Liu, G.B.; Gao, M. Zhang, A.Z. 2007. Effects
of soybean oligosaccharides infusion in different parts of the gastrointestinal tract
on several immune indices in sheep. Chinese Journal Animal Science 19: 1-7.

Lila, Z.A.; Mohammed, N.; Yasui, T.; Kurokawa, Y.; Kanda, S.; Itabashi, H. 2004.
Effects of a twin strain of Saccharomyces cerevisiae live cells on mixed ruminal
microorganism fermentation in vitro. Journal Animal Science 82: 1847-1854.

Luhm, J.; Langenkamp, U.; Hensel, J.; Frohn, C.; Brand, J. M.; Hennig, H.; Rink,
L.; Koritke, P.; Wittkopf, N. Williams, D.L; Muelle, A. 2006. B- (1—3)-D-glucan
modulates DNA binding of nuclear factors kB, AT and IL-6 leading to an anti-
inflammatory shift of the IL-1B/IL-1 receptor antagonist ratio. BMC Immunology
7:1-5.

Lynch, H. A. and Martin S. A. 2002. Effects of Saccharomyces cerevisiae culture and
Saccharomyces cerevisiae live cells on in vitro mixed ruminal microorganism
fermentation. Journal of Dairy Science 85: 2603-2608.

Mohammed, H. H.; El-Sayed, B. M.; Ma, A. 2013. Effects of Commercial Feed
Additives on Performance, Economic Efficiency, Blood Metabolites and Some
Maintenance Behaviour in Goats, Journal of Veterinary Science & Medicine
Diagnosis 2:2-7.

Newbold, C.J. 1996. Probiotics for ruminants. Annales de zootechnie 45: 329-335.

Newbold, C. J.; Wallace, R. J.; Chen, X. B.; Mcintosh, F. M. 1995. Different strains of
Saccharomyces cerevisiae differ in their effects on ruminal bacterial numbers in
vitro and in sheep. Journal Animal Science 73: 1811-1818.

Newman, K. E.; Jacques, K.; Buede, R. P. 1993. Effect of mannanoligosaccharides on
performance of calves fed acidified and non-acidified milk replacer. Journal
Animal Science 71: 271.

Nordlund, K. V.; Garrett, E. F.; Oetzel, G. R. 1995. Herd-based rumenocentesis: a
clinical approach to the diagnosis of subacute rumen acidosis. Compendium on
Continuing Education for the Practising Veterinarian 17: 48-56.



21

Owens, F.N. and Goetsch, A.L. 1993. Fermentacion ruminal. p. 159-190. In: El
rumiante fisiologia digestiva y nutricion. Church, D.C., Acribia, Zaragoza.

Owens, F. N.; SecrisT, D. S.; Hill, W. J.; Gill, D. R. 1998. Acidosis in cattle: a review.
Journal Animal Science 76: 275-286.

Pacheco, R.D.L and Cruz, G.D. 2015. Acidosis in cattle. p. 315-328. In: Rumen
Microbiology: From Evolution to Revolution. lera ed. Puniya, A.K., ed Springer,
India.

Pinloche, E.; Mcewan, N.; Marden, J.; Bayourthe, C.; Auclair, E.; Newbold, C.J. 2013.
The Effects of a Probiotic Yeast on the Bacterial Diversity and Population
Structure in the Rumen of Cattle, PLoS ONE, 8: e67824.

Rice, P. J.; Adams, E.L.; Ozment-Skelton, T.; Gonzalez, A.J.; Goldman, M.P.;
Lockhart, B.E.; Barker, LA.; Breuel, K.F.; Ponti, W.k.; Kalbfleisch, J.H.; Ensley,
H.E.; Brown, G.D.; Gordon, S.; Wiliam, D.L. 2005. Oral delivery and
gastrointestinal absortion of soluble glucans stimulate increased resistence to
infectious challenge. Journal of Pharmacology Ad Experimental Therapeutics
314:1079-1086.

Rai, V.; Yadav, B.; Lakhani, G. P. 2013. Application of Probiotic and Prebiotic in
Animals Production: A Review. Environment & Ecology 31: 873 - 876.

Shibata, T.H. 1985. Studies on the utilization of pasture herbage nitrogen by rumen
microorganisms 2. Effects of carbohydrate and lipid material on the microbial
utilization of rumen ammonia in vitro. Grassland Science 31: 322-331.

Silberberg, M.; Chaucheyras-Durand, F.; Commun, L. 2013. Repeated acidosis
challenges and live yeast supplementation shape rumen microbiota and
fermentations and modulate inflammatory status in sheep. Animal 7: 1910-1920.

Singboottra, P., F. W. Edens, and A. Kocher. 2006. Mannan induced changes in
cytokine expression and growth of enteropathogenic E. coli-challenged broilers.
Reproduction Nutrition Development 46:134.

Sniffen, C.J.; O’connor, J.D.; Van Soest, P.J.; Fox, D.G.; Russell, J.B. 1992. A net
carbohydrate and protein system for evaluating cattle diets: Il. Carbohydrate and
protein availability. Journal of Animal Science 70: 3562-3577.

Uyeno, Y.; Shigemori, S.; Shimosato, T. 2015. Effect of Probiotics/Prebiotics on Cattle
Health and Productivity. Microbes Environment 30: 126-13.

Vyas, D.; Uwizeye, A.; Mohammed, R.; Yang, W. Z.; Walker, N. D.; Beauchemin, K.
A. 2014. The effects of active dried and killed dried yeast on sub-acute ruminal
acidosis, ruminal fermentation, and nutrient digestibility in beef heifers. Journal
animal science 92:724-732.

Wallace, R.J.; Newbold, C.J. 1993. Rumen fermentation and its manipulation: the
development of yeast cultures as feed additives. Biotechnology in the Feed
Industry Ed.

Williams, P.E.; Tait, C.A.; Innes, G.M.; Newbold, J.C. 1991. Effects of the inclusion of
yeast culture (Saccharomyces cerevisiae plus growth medium) in the diet of dairy
cows on milk yield and forage degradation and fermentation patterns in the rumen
of steers. Journal Animal Science 69: 3016-3026.

Zebeli, Q.; Dijkstra, J.; Tafaj, M.; Steingass, H.; Ametaj, B.N.; Drochner, W. 2008.
Modeling the adequacy of dietary fiber in dairy cows, based on the responses of
ruminal pH and milk fat production to composition of the diet. Journal Dairy
Science 91, 2046-2066.



I11- OBJETIVO GERAL

Objetivou-se estudar os efeitos da suplementacdo com leveduras vivas

(Saccharomyces cerevisiae) e parede celular de leveduras (mananoligossacarideos,

MOS) em bovinos e ovinos alimentados com dietas contendo alto teor de graos.

3.1 Obijetivos especificos

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

3.15.

3.1.6.

Estudar os efeitos das leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e dos MOS
sobre a digestibilidade aparente no rimen, intestino e total dos nutrientes em
bovinos alimentados com dieta a base de gréos (Capitulo 1V);

Estudar os efeitos das leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e dos MOS
sobre 0 processo fermentativo ruminal em bovinos e ovinos alimentados
com dieta a base de gréos (Capitulo IV e V);

Avaliar o desempenho de ovinos recebendo dietas de alto grdo contendo
leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae), MOS e uma associacao destes
aditivos (Capitulo V);

Estudar os efeitos das leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae) e dos
MOS sobre a resposta inflamatéria de bovinos e ovinos alimentados com
dietas de alto grao (Capitulo IV e V);

Estudar os efeitos das leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae) e dos MOS
sobre a morfologia ruminal de ovinos alimentados com dietas de alto gréo
(Capitulo V);

Avaliar a incidéncia dos abscessos hepéaticos nos ovinos alimentados com

dietas de alto gréo (Capitulo V);
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IV- Incluséo de leveduras vivas e mananoligossacarideos em dietas a base de graos
para bovinos: parametros ruminais, digestibilidade dos nutrientes e resposta
inflamatoria

RESUMO - Objetivou-se estudar os efeitos da suplementacdo com leveduras vivas
Saccharomyces cerevisiae e de sua parede celular (mananoligossacarideos) sobre 0s
parametros ruminais, digestibilidade dos nutrientes e a resposta inflamatdria de bovinos
alimentados com dietas a base de grdos. Foram utilizados trés bovinos machos
castrados, da raga Holandesa, com peso corporal médio de 497+3 kg, providos de
canula ruminal e duodenal. O delineamento experimental foi Quadrado Latino 3x3. Os
animais foram mantidos em sistema de confinamento, recebendo dieta ad libitum,
constituida por 5% de bagaco de cana e 95% de racdo concentrada. Os tratamentos
estudados foram: Controle (sem aditivo); 15 g kg! MS Leveduras vivas
(Saccharomyces cerevisiae — NCYC 996 — 10 UFC g') e 1,5 g kg?! MS de
mananoligossacarideos (MOS, 460 g kg™ parede celular de Saccharomyces cerevisiae).
O consumo de MS, os coeficientes de digestibilidade aparente ruminal, intestinal e total
da MS, MO, PB, FDNcp, EE e CNF ndo foram influenciados (P>0,05) pelos
tratamentos. As concentra¢fes ruminais de acido isobutirico aumentaram (P<0,05) com
a adicdo das leveduras vivas e MOS na dieta, enquanto o acido isovalérico aumentou
(P<0.05) com a adicdo de leveduras vivas e reduziu (P<0,05) com os MOS. A adicdo de
leveduras vivas e MOS na dieta dos animais aumentou (P<0,05) o pH ruminal e reduziu
(P<0.05) as concentracdes médias de amonia (NHs) de 16,47 para 14,47 e 13,43 mg dL-
! respectivamente. As concentragdes de lipopolisacarideos (LPS) livres no rimen e no
fluido duodenal ndo foram influenciadas (P<0,05) pela adicdo dos tratamentos na dieta.
Mas, os aditivos reduziram (P<0,05) as concentragGes plasmaticas de LPS e soro
amiloide A (SAA). O eritograma estava dentro dos valores normais, no entanto, no
leucograma, foi observada leucocitose e linfocitose, porém, sem efeito dos tratamentos
(P>0,05). A suplementacdo de leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e
mananoligossacarideos, na dieta a base de grdos aumentam os valores de pH ruminal e
reduzem as concentracbes de amonia, além de diminuir a intensidade da acidose
ruminal subaguda, reduzindo, principalmente a translocacdo de lipopolisacarideos a

corrente sanguinea.

Palavras-chave: acidose, fermentacdo ruminal, lipopolisacarideos, prebioticos,

probidticos
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IV- Inclusion of live yeasts and mannanoligosaccharides in grain-based diets for

cattle: ruminal parameters, nutrient digestibility and inflammatory response

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effects of supplementation of
live yeast Saccharomyces cerevisiae and its cell wall (mannanoligosaccharides-MQS)
on ruminal fermentation, nutrient digestibility and inflammatory response of cattle fed
grain-based diets. Three Holstein steers with mean body weight of 497+3 kg and
ruminal and duodenal cannulas were used. The experimental design was a 3x3 Latin
square. The animals were housed in individual pens system, receiving diet ad libitum
contained 5% forage and 95% concentrate. The treatments were control (no additive),
1.5 g kg™ DM live yeast (Saccharomyces cerevisiae - NCYC 996-10° CFU g) and 1.5 g
kg? DM MOS (460 g kg™ yeast cell wall Saccharomyces cerevisiae). The DM intake,
ruminal, intestinal and total apparent digestibility of DM, OM, CP, NDFcp, EE and
NFC were not influenced (P>0.05) by treatments. The ruminal concentrations of
isobutyric acid increased (P<0.05) with the addition of live yeasts and MOS in diet,
whereas isovaleric acid increased (P<0.05) with the addition of live yeasts and reduced
(P<0.05) with the MOS. The addition of live yeasts and MOS in the animals' diet
increased (P<0.05) the ruminal pH and reduced (P<0.05) the mean concentrations of
NHs from 16.47 to 14.47 and 13.43 mg dL}, respectively. The concentrations of free
lipopolysaccharide (LPS) in rumen and duodenal fluid were not influenced (P>0.05) by
addition of dietary treatments. However, the additives reduced (P<0.05) the plasma
concentrations of LPS and serum amyloid A (SAA). The erythrogram was within
normal values, however, in the leukogram, leukocytosis and lymphocytosis were
observed, but without effect of the treatments (P>0.05). The supplementation of live
yeast Saccharomyces cerevisiae and mannanoligosaccharides in the grain-based diets
increase ruminal pH values and reduce ammonia concentrations, as well as reducing the
intensity of subacute ruminal acidosis, mainly reducing lipopolysaccharide translocation

into the bloodstream.

Key words: acidosis, prebiotic, probiotic, lipopolysaccharide, ruminal fermentation
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Introducéo

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos, que possuem efeito
benéfico no hospedeiro, melhorando o equilibrio da microbiota gastrointestinal (Fuller,
1989; Uyeno et al., 2015). Dentre os probidticos destacam-se, as culturas de leveduras
vivas como a Saccharomyces cerevisiae, que sdo conhecidas por serem fonte de
enzimas, vitaminas, nutrientes e outros cofatores importantes, capazes de melhorar o
desempenho e causar impacto positivo na satde e no bem-estar dos animais (Hady et
al., 2012; Broadway et al., 2015). Ja os prebidticos, como 0s mananoligossacarideos
(MOS), sdo moléculas de carboidratos complexos, derivados da parede celular externa
da levedura Saccharomyces cerevisiae, e formados principalmente por B-glucanos,
mananoproteinas, conhecidos como elementos capazes de ativar o sistema imunoldgico
dos animais (Hady et al., 2012; Ding et al., 2014; Broadway et al., 2015).

Entre os principais beneficios mencionados na literatura em relacdo aos
probidticos e os prebidticos, destacam-se o potencial para melhorar o desempenho,
alterar o metabolismo, inibir bactérias produtoras de lactato (Chaucheyras-Durand et al.,
2008), favorecer a estabilidade do pH ruminal e ativar o sistema imunoldgico dos
animais (Lei et al., 2013), além de promover a remog¢do de moléculas tdxicas, evitando
lesbes da mucosa gastrointestinal. Assim, estes aditivos podem contribuir a melhorar o
desempenho e a sadde do animal (Ding et al., 2014; Uyeno et al., 2015).

Em virtude disso, tanto os probi6ticos como os prebidticos tém sido utilizados na
alimentacdo de ruminantes visando evitar distdrbios digestivos, especialmente, 0s
relacionados com o alto consumo de energia em dieta a base de grdos na fase de
engorda de bovinos de corte (acidose ruminal subaguda) (Vyas et al., 2014; Chang et
al., 2015).

No entanto, os resultados encontrados ainda mostram inconsisténcias que
precisam ser esclarecidas, exigindo mais pesquisas para avaliar o potencial destes
produtos como aditivos zootécnicos, visando animais mais produtivos e saudaveis, sem
comprometer a eficiéncia e o custo-beneficio na producdo animal. Deste modo,
objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com leveduras vivas Saccharomyces
cerevisiae e parede celular de levedura (mananoligossacarideos) sobre os parametros
ruminais, digestibilidade dos nutrientes da dieta e a resposta inflamatdria de bovinos

alimentados com dieta de alto gréo.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido no setor de Avaliagdo de Alimentos para Animais
Ruminantes da Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI) e no Laboratério de Analises
de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA), ambos da Universidade Estadual de Maringé
durante os meses de outubro a dezembro de 2014.

Foram utilizados trés bovinos machos castrados, da raca Holandesa, com peso
corporal médio de 497+3 kg, providos de canula ruminal e duodenal. Os animais foram
distribuidos em delineamento experimental Quadrado latino 3x3, com duracdo de 21
dias cada periodo. Os animais permaneceram em instalacbes cobertas com piso de
concreto e area Gtil de 8,75 m? (2,5 x 3,5 m), dotadas de comedouro de polietileno
individual e bebedouro automatico. Foi realizado manejo higiénico e sanitario rigoroso
das instalacOes para garantir o conforto dos animais e a durabilidade das canulas.

As dietas foram constituidas por 5% de bagaco de cana e 95% de ragdo

concentrada, elaborada com grao de milho moido, ureia e mistura mineral (Tabelas 1).

Tabela 1. Composicio das dietas experimentais (g kg™ de matéria seca)

Item Controle Leveduras MOS

Ingrediente (g kg?)
Bagaco de cana 50,0 50,0 50,0
Milho moido 906,5 906,5  906,5
Suplemento mineral* 9,0 9,0 9,0
Ureia 18,0 18,0 18,0
Sal comum 2,0 2,0 2,0
Calcério 13,0 13,0 13,0
Mananoligossacarideos (MOS) - - 1,5
Leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae - 1,5 -
Inerte (caulim) 1,5 - -
Composicgdo quimica (g kg™?)
MS? 819
PB? 133
FDNg* 149
FDA> 66
CNF® 697
NDT’ 825
Amido?® 569

1Suplemento mineral: Enxofre: 141,2 mg kg; lodato de calcio: 0,484 mg kg!; Oxido de magnésio: 320,2 mg kg';
Selenito de sodio: 0,105 mg kg?; Sulfato de cobalto: 0,400 mg kg; Sulfato de cobre: 19,64 mg kg?; Sulfato de
manganés 10,76 mg kg; Sulfato de zinco: 13,75 mg kg 2Matéria seca (MS), 3proteina bruta (PB), *Fibra em
detergente neutro corregido para cinzas e proteina (FDNgp), >fibra em detergente acido (FDA), Scarboidratos ndo
fibrosos (CNF), “7NDT: Nutrientes digestiveis totais segundo Sniffen et al. (1992), 8 Valor estimado a partir do % de
amido no milho descrito por Valadares Filho et al., 2015.

Os tratamentos estudados foram: Dieta controle (sem aditivo); 1,5 g kg! MS

leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae — NCYC 996 — 10'° UFC g') e 1,5 g kg
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MS de mananoligossacarideos (MOS: minimo 460,0 g kg%, 22 g kg™ de mananos e 24g
kg de B-glucanos).

Antes do inicio do experimento, foi realizada a adaptacdo dos animais a dieta
controle no sistema de escada (Step up) durante 15 dias. A adaptacdo consistiu no
fornecimento de dietas com consumo ad libitum e niveis crescentes de concentrado (55;
65 e 75%), com aumento a cada 5 dias, e no 16° dia adotou-se o percentual de
concentrado definido (95%). Os periodos experimentais tiveram duracdo de 21 dias,
com 14 dias de adaptacdo e 7 dias de coleta de amostras em cada periodo experimental.

A alimentacéo dos animais foi realizada na forma de mistura completa, a vontade,
em duas refeicdes diarias, as 08h00min e as 16h00min, em quantidade suficiente para
garantir diariamente 10% de sobras. O consumo dos animais foi determinado
subtraindo-se do alimento fornecido as sobras, sendo estas recolhidas e pesadas
diariamente, antes do fornecimento do primeiro trato.

Para a determinacdo da digestibilidade parcial e total da matéria seca (MS),
matéria organica (MO), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro corrigida para
cinzas e proteina (FDNcp), fibra em detergente acida (FDA) e carboidratos ndo fibrosos
(CNF), foram coletadas amostras de fezes (50 g) e digesta duodenal (500 mL). As
amostras foram coletadas por um periodo total de trés dias, em diferentes horarios
(08:00, 14:00, 20:00, 02:00, 10:00, 16:00, 22:00, 4:00, 12:00, 18:00 e 24:00 e 06:00
horas), totalizando 12 amostras de digesta duodenal e 12 amostras de fezes por
animal/tratamento/periodo. Para a determinagdo do fluxo duodenal e excrecdo fecal
foram utilizados 10 g de dioxido de titanio (TiO2) administrados diretamente no rimen
pela manhd, como indicador externo, a partir do 7° dia de cada periodo experimental.

As amostras de sobras, digesta duodenal e de fezes foram acondicionadas em
sacos plasticos, devidamente etiquetados e congeladas a -20° C. Ao término de cada
periodo de coleta, as amostras foram descongeladas, homogeneizadas e secas em estufa
de circulagdo forgada de ar a 55°C, por 72 horas. Posteriormente, as amostras foram
moidas individualmente em moinho tipo Willey com peneira de 1 mm, e misturadas na
mesma propor¢do, com base no peso seco, para formar amostras compostas de digesta
duodenal e de fezes por animal/tratamento/periodo.

As amostras dos alimentos utilizados nas dietas experimentais, de digesta
duodenal e de fezes foram analisadas para teores de MS (934,01), cinzas (942,05), PB
(984,13), EE (920,39) segundo as metodologias proposta por AOAC (2002) e FDA e

FDN, corrigido para cinzas e proteina, utilizando o nitrogénio insoltvel em detergente
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neutro (NIDN) (sem sulfito de sddio) segundo Van Soest et al. (1991) com adigéo de a-
amilase estavel ao calor. O amido foi da deita foi estimado a partir do valor descrito nas
tabelas do NRC (2001). As amostras de digesta duodenal e de fezes foram analisadas
para titdnio segundo Myers et al. (2004).

Os teores de Carboidratos ndo fibrosos (CNF) em amostras de alimentos, sobras e
fezes foram estimados por meio da equacdo NRC (2001): CNF = (100 - %FDNcp -
%PB - %EE - % CINZAS). Os teores de nutrientes digestiveis totais (NDT) foram
calculados segundo Sniffen et al. (1992): NDT=PBD + 2,25 x EED + CNFD + FDND.

A partir do 15° dia, foram coletadas, via canula ruminal, amostras de liquido
ruminal (150 mL), para determinar a concentracdo de aménia (NHs) e acidos graxos de
cadeia curta (AGCC). As coletas foram realizadas em diferentes horéarios 0, 3, 6, 9, 12
horas ap6s alimentacdo, para determinar as concentracGes total e molares dos AGCC e
as0,3,6,9,12, 15, 18 e 21 horas ap6s alimentacdo para a determinacdo de NHs,

Para a determinagdo de NHs, uma aliquota de 50 mL do liquido ruminal foram
acidificados com 1 mL de &cido sulfarico (1:1) e armazenados a -20° C, para posterior
analise. O liquido ruminal foi descongelado em temperatura ambiente, e posteriormente,
centrifugado a 3.000 x g, durante 15 min. No fluido ruminal a concentracdo de NHj3 foi
determinada pela técnica colorimétrica de Chaney e Marbach (1962). A determinacédo
das concentracBes dos AGCC foi realizada em Cromatdgrafo Gasoso (SHIMADZU,
modelo GC-2014) com injetor automatico modelo AOC - 20. A temperatura do injetor
foi de 200 °C e a temperatura da coluna 80°C/3min até 240 °C (20 graus/min). A coluna
utilizada foi HP INNOwax - 19091N (30m de comprimento; 0,32mm ID; 0,50 um de
filme) e o detector utilizado foi o de lonizagdo de Chama.

No 15° e 17° dia de cada periodo experimental, foram coletados 50 mL de liquido
ruminal via canula ruminal, para determinar o pH de hora em hora até completar 24
horas de medicdo. O pH foi mensurado imediatamente apds cada coleta do liquido
ruminal utilizando-se um potencidmetro digital calibrado com padrdes pH 4,0 e pH 7,0.
Os seguintes parametros foram calculados: pH ruminal médio, minimo, maximo, a
duracdo do pH abaixo de 5,8 e a area sob a curva de pH (ASC). A area sob a curva foi
calculada como a soma do valor absoluto dos desvios do pH sob a curva, considerando-
se um limite de pH 5,8, expressado como pHxh d* como descrito por Vyas et al.
(2014). O pH de 5,8 foi escolhido como referéncia para acidose subaguda, uma vez que
as bactérias celuloliticas reduzem o crescimento abaixo deste pH (Russell e Wilson,
1996).
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Nos 18° e 20° dia de cada periodo experimental foram realizadas coletas de
sangue em tubos vacutainer com heparina por meio de puncdo da veia jugular 15
minutos antes da alimentacdo matinal (07:45 horas) e, posteriormente, as seis e doze
horas ap6s a primeira alimentacdo. O sangue foi centrifugado a 3000 x g durante 10
minutos para a obtengdo do plasma que foi armazenado em tubos eppendorf a -20°C
para posteriores analises de lipopolissacarideos (LPS), utilizando-se o kit comercial para
determinagdo de endotoxinas (ToxinSensor™ chromogenic LAL Endotoxin Assay,
GensScript) e anélises de haptoglobinas (Hp) e soro amildide A (SAA) realizadas com
Kits comerciais Tridelta PHASE Haptoglobin Multispecies Assay e Tridelta SAA
Multispecies Assay. Respetivamente, nos mesmos dias e horarios, foi realizada uma
coleta de liquido ruminal e digesta duodenal para determinacdo de LPS. As amostras
foram centrifugadas a 6000 x g durante 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
armazenado a -20 °C. Para utilizagdo no ensaio, 1,5 mL do sobrenadante foi novamente
centrifugado a 10000 x g durante 30 mim a 4°C, assim como descrito por Emmanuel et
al. (2008) e Khafipour et al. (2009).

No 21° dia de cada periodo experimental foi realizada coleta de sangue por
puncéo da veia jugular, no periodo da manhd antes da primeira alimentacdo, utilizando-
se tubos vacutainer contendo EDTA e enviada para um Laboratorio credenciado para
analise do quadro hematoldgico completo.

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o procedimento GLM do
pacote estatistico SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.1). O modelo matematico
utilizado para a anélise foi:

Yijk = p+ Ai + Pj + Tk + eijk
Onde, Yijk= variavel dependente; 4 = meédia geral dos tratamentos; Ai = efeito de
animal (i, variando de 1 a 3); Pj = efeito de periodo (j, variando de 1 a 3); Tk= efeito de
tratamento (k, variando de 1 a 3); eijk = erro. As médias entre os tratamentos foram

comparadas pelo teste Tukey a a=0,05 de probabilidade.
Resultado e Discussdo

Os valores de consumo de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina
bruta (PB), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), extrato
etéreo (EE) e carboidratos nio fibrosos (CNF), expressas em g dia?, ndo foram
influenciados (P>0,05) pela adicdo das leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e

MOS na deita a base de gréo para bovinos (Tabela 2).
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Tabela 2- Consumo, fluxo duodenal, fluxo fecal, coeficiente de digestibilidade aparente
ruminal (CDR), coeficiente de digestibilidade aparente intestinal (CDI) e
coeficiente de digestibilidade aparente total (CDT) da MS, MO, PB, FDNcp,
EE e CNF de bovinos alimentados com dieta a base de grdos suplementados
com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e mananoligossacarideos

(MOS)
Tratamentos 2
Item Controle Leveduras MOS EPM P
Consumo, g dia*
MS 9.648 11.039 10.580 1.180 0,92
MO 9.107 10.439 9.978 1.104 0,91
PB 1.280 1.463 1.418 157,1 0,51
FDNcp 1.424 1.585 1.532 14,5 0,09
EE 384,2 439,2 422,0 36,3 0,87
CNF 5.741 5.692 5.652 13,9 0,10
Fluxo duodenal, g dia*
MS 2.383 2.231 2.614 46.6 0,08
MO 2.149 2.000 2.354 229,7 0,09
PB 3114 358,1 3914 48,2 0,65
FDNcp 644,0 657,6 650,6 28,6 0,20
EE 100,5 104.,6 125,2 5,79 0,11
CNF 1.431 1.372 1.531 26,7 0,15
Fluxo fecal, g dia*
MS 1.707 1.683 1.616 73,4 0,14
MO 1.581 1.559 1.497 88,2 0,21
PB 236,3 282,3 237,9 15,4 0,54
FDNcp 522,4 539,9 530,7 36,4 0,48
EE 33,9 49,3 42,0 4,71 0,28
CNF 779,6 747,0 738,1 55,9 0,60
CDR, g kg*
MS 750,1 795.6 751,5 27,6 0,84
MO 761,3 806.7 763,4 23,3 0,68
PB 751,9 768.8 726,3 55,8 0,77
FDNcp 546,6 574,8 567,3 27,4 0,23
EE 740,1 761,6 699,3 29,7 0,42
CNF 750,4 758,6 728,6 32,9 0,61
CDI, g kgt
MS 283,3 251,0 385,3 37,8 0,27
MO 269,9 2275 370,6 38,8 0,29
PB 231,0 265,7 325,8 55,8 0,59
FDNcp 186,2 183,6 185,3 36,2 0,75
EE 634,5 537,2 635,7 479 0,23
CNF 453,0 455,3 525,3 70,2 0,73
CDT, g kg*
MS 821,9 847,3 847,9 10,3 0,32
MO 826,8 850,6 851,0 8,11 0,20
PB 814,4 804,2 8329 22,9 0,66
FDNcp 633,4 654,3 645,6 32,8 0,46
EE 910,1 890,0 900,8 5,01 0,09
CNF 864,3 868,8 869,0 17,4 0,59
INDT, g kg* 820,1 844,8 837,4 2,89 0,94

L NDT: nutrientes digestiveis totais. Calculado segundo Sniffen et al. (1992); 2EPM = erro-padrdo da média; Teste

Tukey (¢=0,05).
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Da mesma forma, a incluséo de leveduras e MOS néo apresentou efeito (P>0,05)
sobre os coeficientes de digestibilidade ruminal (CDR), intestinal (CDI) e total (CDT)
de MS, MO, PB, FDNcp, EE e CNF e o NDT (Tabela 2).

Os resultados observados na presente pesquisa, em relagdo a esses parametros
foram semelhantes aos obtidos por Vyas et al. (2014), onde ndo observaram efeito da
suplementacio 4 g d* de leveduras Saccharomyces cerevisiae (10*° UFC g1) e 4 g d*!
de leveduras autolisadas em novilhas de corte alimentas com dietas alto grao (33,8% de
amido). Por outro lado, o aumento no consumo de MS foi observado por Dann et al.
(2000), trabalhando com vacas primiparas e multiparas recebendo dietas de pre-parto e
pds-parto com 75 e 43,3% de volumoso, e suplementadas com 60 g d* de leveduras
vivas Saccharomyces cerevisiae (1,6 x 10° UFC g).

As respostas relativas ao uso das leveduras vivas e dos MOS na dieta de
ruminantes e sua influéncia sobre o consumo e a digestibilidade dos nutrientes tém sido
bastante varidveis. Estas discrepancias nos resultados sdo decorrentes de inumeros
fatores, como o tipo de dieta e de animal e o estado fisiologico, além do tipo de cepa e
doses de levedura e MOS utilizadas, os quais podem influenciar a resposta dos animais
suplementados com esses aditivos (Chademana e offer, 1990; Beauchemin et al., 2003).

Em dietas a base de grdo, Fereli et al. (2010), afirmam que o efeito mais
consistente com 0 uso de Saccharomyces cerevisiae € 0 aumento da producdo de massa
microbiana (bactérias proteoliticas), que promove um maior fluxo de proteina
microbiana disponivel para o animal. Porém, mesmo que neste estudo, o fluxo duodenal
da PB aumentou 46,7 g e 80 g nos tratamentos com adic¢ao das leveduras vivas e MOS,
respetivamente, em relacdo ao controle, este aumento néo foi suficiente para influenciar
este parametro.

O consumo de quantidades elevadas de alimentos rapidamente fermentaveis (dieta
a base de graos), nesse experimento, resultou em altas concentracdes de AGCC totais no
liquido ruminal, em média de 116,3 mM. A suplementacdo com leveduras vivas
Saccharomyces cerevisiae ou MOS néo influenciou (P>0,05) a concentracdo total de
AGCC, nem as proporcdes molares de acetato, propionato, butirato e valerato (P>0,05;
Tabela 3).

Semelhante ao encontrado no presente estudo, Vyas et al. (2014) observaram
que a suplementacdo de novilhas de corte com leveduras vivas Saccharomyces
cerevisiae e leveduras autolisadas (parede celular de levedura) ndo influenciaram a

concentracdo total de AGCC no fluido ruminal. Da mesma forma, Ding et al. (2008)
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suplementaram cordeiros com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae (20 x 10°
UFC g?') em dietas & base de milho floculado e ndo observaram diferencas na
concentracdo total e nas propor¢cdes molares de AGCC. Entretanto, € importante
destacar que os resultados sobre o efeito desses aditivos na concentracgdo total de AGCC
sdo discrepantes. Andrighetto et al. (1993) e posteriormente Kitizova et al. (2011),
trabalhando com vacas alimentadas com dietas a base de grdos e suplementadas com
uma cultura de leveduras vivas, observaram aumentou significativo da concentracédo
total de AGCC no rumen.

Tabela 3- Concentracdo ruminal de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) em bovinos
alimentados com dietas a base de grdos suplementados com leveduras vivas
Saccharomyces cerevisiae e Mananoligossacarideos (MOS)

Tratamentos 1 P
Item Controle Leveduras MOS EPM Trat. Hora TxH
Total de AGCC, mM 111,20 124,30 113,50 4,33 0,10 0,02 0,94
AGCC, mM
Acetato (A) 64,10 69,20 68,80 2,53 0,29 0,12 0,93
Propionato (P) 21,40 24,50 19,80 3,28 0,44 0,41 0,99
Butirato (B) 18,70 22,80 18,90 1,87 0,22 0,47 0,97
Isobutirato 0,90c 1,10b 1,20a 0,06 0,05 0,01 0,85
Isovalerato 4,80b 5,50a 3,40c 0,54 0,02 0,85 0,99
Valerato 1,25 1,21 1,41 0,06 0,11 0,33 0,94
Proporcédo A: P 3,72 3,75 3,69 0,30 0,99 0,88 0,99

'EPM = erro-padrdo da média; medias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste Tukey (a=0,05).

Estudos in vitro mostraram que as respostas para a producao ruminal de AGCC e
proporc¢des molares de AGCC com a suplementacdo de leveduras vivas, varia de acordo
com a proporcdo de concentrado na dieta (Zelenak et al., 1994), indicando que as
discrepancias nos resultados podem estar relacionadas as diferengas na composicao
quimica das dietas e possivelmente ao nivel de consumo das mesmas.

Em relacdo a concentracdo de isobutirato no rimen, os animais que receberam
dietas com MOS apresentaram o maior valor, seguidos por aqueles que receberam
leveduras vivas, e a mais baixa concentracdo foi observada para os animais alimentados
com a dieta controle (P<0,05). Para o isovalerato, o maior valor foi observado em
animais que receberam leveduras vivas, seguidos pelos animais controle, e 0 menor
valor foi observado nos animais que receberam MOS (P<0,05). O isovalerato e o
isobutirato sdo liberados durante a fermentacdo de aminoacidos, os quais quando em
excesso, favorecem o acumulo desses AGCC. Lascano e Heinrichs (2009) concluiram

que a suplementacdo com leveduras vivas pode estimular o crescimento de bactérias



33

amiloliticas, as quais utilizam preferencialmente os peptideos, devido a sua atividade
proteolitica, resultando em maiores concentracBes ruminais de isoacidos como o
isovalerato e isobutirato.

O uso das leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e dos MOS na dieta dos
animais resultou em pH médio maior, quando comparado ao tratamento controle
(P<0,05; Tabela 4).

Tabela 4- Valores de pH ruminal e concentracdo de amonia (NHs) em bovinos

alimentados com dietas a base de grdos suplementados com leveduras vivas
Saccharomyces cerevisiae e mananoligossacarideos (MOS)

Tratamentos

1
Item Controle Leveduras MOS EPM P
pH ruminal
pH ruminal médio? 5,90b 6,03a 6,13a 0,05 0,01
pH ruminal maximo 6,52 6,71 6,39 0,06 0,11
pH ruminal minimo 5,21 5,62 5,56 0,08 0,10
pH <5,8
Duracdo h dia* 10,66 5,66 5,00 2,44 0,27
ASC?, pH 5,8; pH x h dia?® 2,37 1,24 1,17 0,57 0,32
Amonia (NHs)
NHz;médio! (mg dL?) 16,47a 14,470 13,43b 1,82 0,01
NH3; méximo 41,60 39,41 37,35 5,64 0,73
NH; minimo 2,05 2,49 2,49 0,81 0,99

1EPM = erro-padrdo da média; Valor médio durante o periodo de 0 a 21h ap6s a primeira alimentagdo; SASC = area
sob a curva; médias seguidas de letras diferentes na mesma fila diferem pelo teste Tukey (¢=0,05).

A dieta do presente experimento foi formulada com 90,6% de milho, justamente
com o0 objetivo de causar alteragbes no metabolismo ruminal e no padrdo de
fermentacdo, induzindo os animais a acidose ruminal subaguda. Estudos recentes
sugerem que a ocorréncia de pH ruminal abaixo de 5,8 durante mais de 5,4 h dia® é
indicador de acidose ruminal subaguda (Gozho et al., 2007; Zebeli et al., 2008).

Apesar de ndo ter encontrado diferenca (P>0,05), a suplementacdo com leveduras
vivas Saccharomyces cerevisiae e com MOS na dieta dos bovinos reduziramem 5 e 5,6
horas, respectivamente, a duracao total em que o pH ficou abaixo de 5,8, indicando que
a suplementacéo dos aditivos estudados pode prevenir a ocorréncia de acidose ruminal
subaguda. O valor da area sob a curva (ASC) também foi bem menor, apesar de nao ter
ocorrido efeito dos aditivos, 0 que sugere a necessidade de mais estudos nesse sentido.
Bach et al. (2007) observaram aumento significativo na frequéncia de alimentacdo em
animais suplementados com leveduras vivas, 0 que pode, em parte, explicar a
estabilizacdo do pH do rdmen e consequentemente o aumento do pH ruminal

encontrado neste estudo em funcdo da suplementacédo dos aditivos.
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O efeito das leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e do MOS sobre a
estabilidade do pH do rdmen, tem sido atribuido a reducdo das concentracdes de acido
latico ruminal, como resultado do maior crescimento das bactérias Megasphaera
elsdenii e a Selenomonas ruminantium, principais bactérias utilizadoras de lactato como
substrato energético, contribuindo com a regulacdo do pH ruminal (Chaucheyras-
Durand et al., 2008; Pinloche et al., 2013).

Animais que consumiram a dieta contendo MOS apresentaram menores
concentragGes médias de NHsz no liquido do rumen (P<0,05) que aqueles alimentados
com a dieta controle, mas ndo diferiram (P>0,05) dos animais que receberam leveduras
vivas (Tabela 4).

Sniffen et al. (1992) destacaram que a reducdo do nitrogénio amoniacal pode ser
decorrente da maior utilizacdo da amo6nia como substrato para a sintese de proteina
microbiana, diminuindo a excrecdo de nitrogénio e o gasto energético para a sintese e
excrecdo de ureia resultante do metabolismo. O uso de leveduras vivas e de MOS em
dietas de ruminantes, pode diminuir a concentracdo de NHz no rumen e aumentar o
fluxo de nitrogénio bacteriano para o intestino delgado (Li et al., 2011), devido,
possivelmente, ao maior crescimento microbiano e maior utilizagdo da amonia ruminal
(Chaucheyras-Durand et al., 2008).

As dietas com alta inclusdo de grdos de cereais, ricas em carboidratos de alta
fermentabilidade, produzem queda de pH abaixo de 5,8 e uma das consequéncias é a
morte das bactérias sensiveis a pH baixo (Zebeli et al., 2008). Essa situacdo desencadeia
a liberagdo de componentes da parede celular presente nas bactérias Gram-negativas,
como os lipopolisacarideos (LPS) ou endotoxinas, compostos toxicos para 0s animais
capazes de induzir respostas inflamatorias locais do trato digestivo, aumentando a
permeabilidade da parede ruminal (Emmanuel et al., 2007; Chang et al., 2015) e
provocando danos a barreira gastrointestinal, facilitando a translocagdo de LPS a partir
do trato digestivo para a corrente sanguinea (Andersen, 2003; Gomez, et al., 2014). Li et
al. (2012) e Li et al. (2013) observaram que em vacas leiteiras consumindo dietas a base
de gréos ocorreu aumento significativo da concentracdo dos LPS no trato digestorio.

As concentra¢es medias de LPS livres no plasma, no liquido ruminal e na digesta
duodenal observadas no presente estudo foram 0,67 EU mL™, 52.457 EU mL? e 49.035
EU mL™, respetivamente (Tabela 5). Resultados semelhantes foram obtidos por Lei et
al. (2013) que verificaram valores de 0,77, 42.418 e 40.509 EU mL™ de LPS livres em
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plasma, liquido ruminal e digesta duodenal, respetivamente, em bovinos de corte

alimentados com dieta a base de graos.

Tabela 5- Lipopolissacarideos (LPS) no rdamen, duodeno e plasma de bovinos
alimentados com dietas a base de grdos suplementados com leveduras
vivas Saccharomyces cerevisiae e mananoligossacarideos (MOS)

Tratamentos . P
LPS,'EU mL* Controle Leveduras MOS Média  EPM* Trat. Hora TxH
Rimen
Oh 55.118 57.998 54.806 55.974
6h 52.566 52.650 53.025 52.747 1.244 054 0,10 0,82
12 h 50.635 51.250 44.063 48.649
Média 52.773 53.966  50.637
Duodeno
Oh 51.283 53.551 41.390 48.741
6h 55.130 51.110 45.820 50.686 2.383 0,28 0,88 0,97
12 h 52.635 46.913  43.490 47.679
Média 53.016 50.524  43.566
Plasma
Oh 0,77 0,63 0,62 0,67
6h 0,73 0,71 0,64 0,69 0,017 0,01 0,29 0,56
12 h 0,75 0,61 0,54 0,63
Média 0,75a 0,65b 0,60b

'EU: Unidade de endotoxinas; 2EPM — erro padrdo da média dos tratamentos; Médias seguidas de letras diferentes na
mesma fila diferem pelo teste Tukey (¢=0,05).

Em vacas leiteiras induzidas a acidose ruminal, Khafipour et al. (2009)
observaram que 12 horas ap0s a alimentagdo, ocorreu aumento de LPS livres no rimen,
de 28.184 para 107.152 EU mL™%, e no plasma, de 0,05 para 0,81 EU mL™?, ou seja, uma
resposta de maior magnitude que a encontrada neste trabalho, devido possivelmente ao
maior consumo de MS (16 kg dia), e a substituicio de 21% de MS da dieta por trigo e
cevada moidas. Segundo Gozho et al. (2007), o alto consumo de alimentos concentrados
ricos em grdos aumenta a concentracdo de LPS no rumen e sua translocacdo para o
plasma. A magnitude da resposta depende do nivel de concentrado na dieta e,
provavelmente, do tempo que os animais consomem a dieta.

Os aditivos estudados ndo influenciaram (P>0,05) as concentracGes de LPS livres
no ramen e na digesta duodenal (Tabela 5). No entanto, reduziram drasticamente
(P<0,05) as concentracbes de LPS no plasma quando comparados com 0s animais
alimentados com a dieta controle (Tabela 5). Este efeito pode estar relacionado com a
habilidade das leveduras vivas e dos MOS em “ligar” toxinas, permitindo que essas
substancias toxicas passem pelo trato digestério sem serem absorvidas (Lei et al., 2013).

Essa habilidade deve-se a presenca de B-D-glucanas na parede celular da levedura, que
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além de reconhecer e ligar toxinas bacterianas, sdo responsaveis por dar estrutura a
levedura (Andersen et al., 2003).

Apos avaliar os efeitos da suplementacdo dietética com MOS sobre os LPS em
bovinos, Lei et al. (2013) encontraram menores concentra¢fes de LPS no plasma com o
aditivo, que reduziu os niveis de 0,96 (controle) para 0,66 EU mL?* (com MOS), valores
similares aos descritos neste trabalho. A ligacdo MOS-LPS da-se pela carga positiva da
parede celular das leveduras, que absorve o0s ligantes negativos presentes nas
endotoxinas, visto que 0os mesmos sdo atraidos por forcas eletrostaticas (Lei et al.,
2013).

Lynch e Martin (2002) verificaram que as leveduras vivas e os MOS tém efeito
regulador de pH ruminal, reduzindo a morte de bactérias Gram-negativas no rumen.
Portanto, pode-se sugerir um papel duplo para estes aditivos, ou seja, ligantes de LPS
livres e reducéo da liberagdo dos mesmos no rimen. No entanto, no presente estudo,
apesar de ter ocorrido aumento no pH ruminal (Tabela 4), as concentracdes de LPS
livres no rimen ndo foram reduzidas (P>0,05) com a suplementacdo dos aditivos
(Tabela 5).

Os niveis sanguineos das proteinas de fase aguda (PFA), soro amiloide A (SAA) e
haptoglobina (Hp) observados foram consistentes aos valores que ocorrem em animais
que desenvolvem acidose ruminal subaguda em consequéncia de alta ingestdo de gréos
(Andersen, 2003; Lei et al., 2013; Gomez, et al., 2014). Os niveis basais de SAA e Hp
em bovinos sdo de <25 e <50 pg mL?, respectivamente (Humblet et al., 2006; Tabela
6), indicando que os valores encontrados nesse estudo estdo acima da normalidade
(resposta inflamatoria aguda).

O aumento das PFA estd relacionado com a presenca de LPS na circulacéo
sistémica, os quais estimulam a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como o
fator de necrose tumoral (a-TNF), interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) pelos macréfagos do
figado. Por sua vez, estes macrdfagos ativam receptores hepaticos e iniciam a sintese de
proteinas de fase aguda como, SAA e Hp, utilizadas como marcadores de resposta
inflamatdria do tipo agudo (Zebeli e Ametaj, 2009; Dong et al., 2011).

As concentragcfes plasmaticas de SAA foram menores nos animais (P<0,05) que
receberam adicdo de leveduras vivas e MOS, quando comparados aos animas que
receberam a dieta controle. Na dieta controle, foi observado um aumento (P<0,05) das
concentracfes de SAA, seis horas apds a primeira alimentacdo, mas, nos tratamentos

que continham leveduras vivas e MOS, as concentragdes dessas proteinas foram
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reduzidas conforme avangaram os horarios de coleta (P<0,05; Tabela 6). Este resultado
possivelmente foi observado como consequéncia da presenga de B-glucanas e mananas
na parede celular das leveduras (MOS), as quais podem deprimir a resposta imunoldgica
pro-inflamatoria, através da producdo de citocinas anti-inflamatorias, e & diminuicéo
transitéria na expressdo do receptor Toll-receptor tipo 4 (TLR-4), envolvidos na
producdo de citoquinas pro-inflamatorias e as proteinas de fase aguda (Luhm et al.,
2006).

Tabela 6-  Soro amiloide A (SAA) e haptoglobina (Hp) plasmaticas de bovinos
alimentados com dietas a base de grdos suplementados com leveduras
vivas Saccharomyces cerevisiae e mananoligossacarideos (MOS)

Tratamentos " P
Item Controle Leveduras MOS EPM Trat. Hora TxH
SAA ug mL? Média
Oh 32,77 3344 2961 31,94a
6h 36,22 30,39 28,38 31,66a 0,86 0,01 0,02 0,55
12 h 31,39 2505 25,22 27,22b
Média 33,46a 29,63b  27,74b
Hp pg mL™*
Oh 350,8 3238 3126 329,1
6h 302,4 357,7 3239 328,0 8,77 0,83 0,34 0,13
12 h 325,0 258,0 321,3 301,4
Média 326,1 3132 3193

Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste Tukey (0=0,05); EPM — erro padrdo da média dos
tratamentos.

Do mesmo modo, a redugdo das concentragfes de SAA pela suplementagédo das
leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae pode ser devida ao seu efeito estabilizador do
pH ruminal (Tabela 4), pois esse parametro tem uma relacéo direta com a liberagédo de
LPS. Conforme aumentou o pH ruminal foram reduzidas as concentracdes plasmaticas
de LPS (Tabela 5), o que pode ter diminuido as concentra¢es sanguineas de SAA. Por
outro lado, ndo foi observado efeito (P>0,05) nas concentragdes de Hp no sangue dos
tratamentos, horarios de coleta, nem a interacédo entre estes fatores.

Os valores do eritrograma mantiveram-se dentro dos valores normais para
espécie, sem mostrar diferencas (P>0,05) com a adi¢do dos aditivos na dieta. No
leucograma, foi observado aumento na contagem total de leucécitos e linfocitos acima
dos valores de referéncia (Tabela 7), sendo estes de 4.000 - 12.000 p/L e 2.500-7.500 w/
L, respetivamente, para a espécie estudada. Da mesma forma, os valores dos neutréfilos
segmentados ficaram um pouco acima do valor de referéncia de 600 — 4,000 wL,

principalmente nos animais que receberam leveduras vivas e MOS na dieta.
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Tabela 7- Quadro hematoldgico de bovinos alimentados com dietas a base de graos com
inclusdo de suplementados com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e
mananoligossacarideos (MOS)

Tratamentos 1
Item Controle  Leveduras MOS EPM P

Eritrograma

Eritrécitos (milh/uL) 6,9 7,0 6,7 0,28 0,93
Hemoglobina (g/dL) 9,8 10,4 9,8 0,25 0,62
Hematocrito (%) 26,3 27,6 26,0 0,68 0,64
V.C.M?(fL) 38,2 39,3 38,7 1,28 0,95
C.H.C.M3 (%) 37,2 37,8 37,6 0,12 0,12
Plaquetas (/L) 595,6 421,0 469,6 393 0,17
Leucograma
Leucocitos (pL/L) 15.260 16.060 15.293 612,1 0,86
Neutroéfilos segmentados (/L) 4.105 4.406 4.246 652,3 0,56
Linfdcitos (u/L) 9.341 8.960 10.377 516,9 0,57
Mondcitos (u/L) 593 686 933 136,4 0,43
Eosindfilos (p/L) 938 1.608 666 307,2 0,49

'EPM — erro padrdo da média dos tratamentos. 2V.C.M: Volume Corpuscular Médio; 3C.H.C.M: Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; Teste Tukey (0=0,05).

A leucocitose e linfocitose observadas, possivelmente tenham ocorrido devido a
liberacdo de LPS no ramen e a translocagdo destes para a corrente sanguinea, causando
estimulo inflamatorio (Gozho et al. 2007), corroborando para 0 aumento nos niveis das
proteinas de fase aguda (SAA e Hp) nos tratamentos, em relagdo aos valores de
referéncia da espécie bovina. Da mesma forma, os neutrofilos sdo células de defesa do
organismo, responsaveis pela fagocitose de agentes patdgenos, os neutrofilos estdo
envolvidos na sintese e liberacdo de citocinas, portanto, protegendo o organismo dos
desafios bacterianos. Aumento nas concentracfes dos neutrofilos segmentados também
podem ser observados durante processos inflamatérios (Murphy et al., 2007; Sanchez et
al., 2013).

Os MOS sdo conhecidos por sua habilidade de estimular células do sistema
imunitario, como neutrofilos e macréfagos (Williams et al., 1991). Estas células contém
receptores, que quando se ligam as PB-glucanas dos MOS, aumentam sua atividade
imunolégica. Ao influenciarem diferentes fun¢Bes dos macréfagos, desta forma, os
MOS promovem uma rapida resposta de defesa local ou sistémica (Moran, 2004;
Murphy et al., 2007).
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Concluséo

A inclusdo de 1,5 g kg MS de leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae, 10%
UFC g?) e de 1,5 g kg* MS de mananoligossacarideos (MOS) em dietas com alta
inclusdo de grdos para bovinos aumenta o pH e reduz as concentragdes de amonia no
liquido ruminal. Os aditivos também diminuiram a absorcéo de LPS, contribuindo para

reduzir o processo inflamatdrio causado pelo consumo de dietas a base de gréo.
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V- Incluséo de leveduras vivas e mananoligossacarideos em dietas a base de graos
para ovinos: desempenho, resposta inflamatoria e morfologia ruminal

RESUMO - Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacéo dietética de leveduras
vivas (Saccharomyces cerevisiae), mananoligossacarideos e a associacdo desses
aditivos, sobre o desempenho, a resposta inflamatéria e a morfologia ruminal de ovinos
alimentados com dieta a base de grdos. Foram utilizados 32 ovinos mesti¢cos Dorper X
Santa Inés, com peso médio de 24 kg. Os animais foram mantidos em sistema de
confinamento, recebendo racgdo ad libitum, a base de grdo de milho inteiro (765 g kg™),
concentrado (145 g kg*; farelo de soja, ureia, suplemento mineral) e silagem de milho
(90 g kg). Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado
com quatro tratamentos e oito repeticbes. Os tratamentos utilizados foram: Dieta
controle (sem aditivo); 2 g kg' MS de leveduras vivas; 2 g kg? MS de MOS e a
associacdo 2 g kg MS de leveduras vivas + 2 g kg MS de MOS. A levedura viva
utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae-NCYC 996- 10*° UFC g, LeSaffre® e 0 MOS
continha 460 g kg MS de parede celular de Saccharomyces cerevisiae. O consumo de
matéria seca (CMS), os parametros de desempenho e o rendimento de carcaca ndo
apresentaram efeito (P>0,05) pelos tratamentos. A suplementagdo com MOS e
associacdo dos aditivos resultaram em aumento (P<0,05) do pH ruminal, enquanto as
concentraces totais de AGCC no ramen foram maiores (P<0,05) apenas nas dietas que
continham leveduras vivas e MOS. Foi observada reducdo nas concentracfes de NHs
ruminal (P<0,05) dos animais que foram suplementados com leveduras vivas, MOS e a
associacdo dos aditivos. O uso de leveduras vivas, MOS e a associacdo dos aditivos
reduziu a concentragio de LPS no plasma, com valores de 0,46; 0,44 e 0,04 EU mL™,
respectivamente, em comparagdo com o controle (0,93 EU mL™?). A adicdo de MOS na
dieta resultou em menor espessura total de epitélio ruminal (P<0,05) que as dietas
suplementadas com leveduras, enquanto que a espessura da camada cérnea foi menor
(P<0,05) com a adicdo de MOS e com a associagdo dos aditivos, comparado com 0
controle. A suplementagdo conjunta de leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e
MOS em dietas para ovinos com alta proporcdo de concentrados contribui com a
estabilizacdo do pH ruminal e reduz a translocagédo de LPS para a corrente sanguinea. O
uso dos aditivos também reduz a incidéncia e severidade dos abscessos hepéticos e
contribui com a saude do epitélio ruminal.

Palavras-chave: acidose ruminal, lipopolisacarideos, prebioticos, probidticos
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V- Inclusion of live yeasts and mannanoligosaccharides in sheep fed grain-based
diets: performance, inflammatory response and ruminal morphology

ABSTRACT- The aim of this study was to evaluate the effects of dietary
supplementation of live yeasts (Saccharomyces cerevisiae), mannanoligosaccharides
and the association of these additives on the performance, inflammatory response and
ruminal morphology of sheep fed a grain-based diet. Twenty-Two Dorper x Santa Inés
crossbred sheep, with an average weight of 24+2 kg, were used. The animals were kept
in feedlot system, receiving the diets ad libitum with whole corn (765 g kg?),
concentrate (145 g kg*; soybean meal, urea, a mineral supplement) and corn silage corn
(90 g kg1). The animals were distributed in a completely randomized design with four
treatments and eight replications. The treatments used were: control (without additive);
2 g kgt DM of live yeasts; 2 g kg DM of MOS and the association 2 g kg™ DM of live
yeasts + 2 g kg! DM of MOS. The live yeast used was Saccharomyces cerevisiae-
NCYC 996-10%° UFC g, LeSaffre® and the MOS used contained 460 g kg DM cell
wall of Saccharomyces cerevisiae. Dry matter intake (DMI), performance parameters
and carcass yield did not show effect (P>0.05) by treatments. The supplementation with
MOS and the combination of the additives resulted in an increase (P<0.05) in the
ruminal pH, while the total concentrations of ruminal bacteria were higher (P<0.05)
only in the diets containing live yeasts and MOS. There was a reduction in ruminal NH3
concentrations (P<0.05) of the animals supplemented with live yeast, MOS and the
association of the additives. The use of live yeast, MOS and the combination of the
additives reduced the plasma LPS concentration, with values of 0.46; 0.44 and 0.04 EU
mL, respectively, compared to the control (0.93 EU mL™). The addition of MOS in the
diet resulted in a lower total ruminal epithelial thickness (P<0.05) than diets
supplemented with yeasts, whereas the thickness of the corneous layer was lower
(P<0.05) with the addition of MOS and with the association of the additives than the
control. Dietary combined supplementation of live yeasts Saccharomyces cerevisiae and
MOS in sheep’s fed high concentrate ratios contribute to the stabilization of ruminal pH
and reduce the translocation of LPS into the bloodstream. The use of the additives also
reduces the incidence and severity of hepatic abscesses and contributes to the health of

the ruminal epithelium.

Key words: lipopolysaccharide, prebiotics, probiotics, ruminal acidosis
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Introducéo

A utilizacdo de dietas ricas em concentrado, principalmente grdos, € uma pratica
cada vez mais comum na alimentacdo de ruminantes visando aumentar a produgédo de
leite e 0 ganho de peso corporal. No entanto, essas dietas ricas em carboidratos
rapidamente fermentaveis estao relacionadas com alteracdes metabdlicas como laminite,
abscessos hepaticos e deslocamento de abomaso (Commun et al., 2012) e maior
ocorréncia de acidose ruminal subaguda (Chang et al., 2015). Desta forma, as
consequéncias econdmicas e de salde geradas pela acidose ruminal subaguda, pode ser
considerado um dos problemas mais importantes dos sistemas intensivos de producéo.

A acidose ruminal subaguda é de dificil diagndéstico, dificultando o tratamento,
que na maioria das vezes, é pouco eficaz, pelo que se faz necessario estabelecer
estratégias de prevencdo, baseadas principalmente no manejo alimentar (Commun et al.,
2012).

Uma das estratégias consiste em adicionar a dieta, aditivos probioticos, como
culturas de leveduras vivas, e prebidticos, como os mananoligossacarideos (MQOS),
pelos possiveis efeitos desses sobre a microbiota do trato digestdrio, modulagdo do pH
ruminal e imunoestimulagdo, fatores que contribuem para melhorar a digestibilidade, o
desempenho e a saude dos animais (Vyas et al., 2014; Broadway et al., 2015).

A associacdo de prebidticos e probiodticos na dieta dos animais, a fim de
potencializar a resposta animal, tem sido benéfica, e constitui um novo conceito na
utilizacdo de aditivos. Essa associagdo é uma alternativa interessante para melhorar a
sanidade do rebanho, que por meio de efeitos sinérgicos, melhora o desempenho e
favorece um melhor estado nutricional dos animais (Hady et al., 2012).

Embora haja alguma evidéncia dos beneficios do uso de leveduras vivas e dos
MOS na produgdo de ruminantes (bovinos e ovinos), poucos estudos tém sido
realizados para avaliar os efeitos dos MOS e os efeitos associativos sobre os parametros
da fermentacao ruminal, digestibilidade e o sistema imune dos ruminantes.

O presente estudo foi realizado para avaliar os efeitos da suplementacéo dietética
com leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae), a parede celular de leveduras
(mananoligossacarideos), e a associacdo desses aditivos, sobre o desempenho, a
resposta inflamatoria, a incidéncia de abscessos hepaticos e a morfologia ruminal de

ovinos alimentados com dieta a base de gréo.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido no setor de Avaliagdo de Alimentos para Animais
Ruminantes da Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI) e no Laboratorio de Andlises
de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA), ambos da Universidade Estadual de Maringé
durante um periodo compreendido entre marco e maio de 2015.

Foram utilizados 32 cordeiros mesticos Dorper x Santa Inés, com peso corporal
médio de 24+2 kg, distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e oito repeticdes. Os tratamentos consistiram em:

Dieta controle (sem aditivo);

1. Leveduras vivas: 2 g kg de MS de leveduras viva (Saccharomyces cerevisiae
101°UFC g LeSaffre®);

2. Mananoligossacarideos: 2 g kg? de MS de mananoligossacarideos (460 g kg™
parede celular de leveduras, LeSaffre®);

3. Leveduras vivas + mananoligossacarideos: 2 g kg de MS de leveduras vivas

(Saccharomyces cerevisiae 10° UFC ¢g') + 2 g kg! de MS de

mananoligossacarideos (460 g kg na parede celular de leveduras).

Os animais permaneceram em baias individuais suspensas de 0,60 x 0,90 m, com
piso ripado, dispostas em galpdo de alvenaria e providas de comedouros e bebedouros
individuais. Diariamente foi realizado manejo higiénico/sanitario rigoroso das
instalagdes para garantir o conforto dos animais. Apds a chegada dos animais, 0s
mesmos foram vermifugados e vacinados contra clostridiose utilizando a vacina
Sintoxan® Polivalente.

A dieta dos animais era composta por silagem de milho, grdo de milho inteiro
(765 g kg™) e um concentrado a base de farelo de soja, ureia, um suplemento mineral,

junto com o aditivo, probioticos e/ou prebidticos (Tabela 1).
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Tabela 1- Composicio das dietas experimentais (g kg* de matéria seca)

ltem Tratamentos
Controle Lev! MOS? Lev+MOS3
Silagem de milho 90,0 90,0 90,0 90,0
Milho grao inteiro 765,0 765,0 765,0 765,0
Concentrado proteico
Farelo de soja 100,0 100,0 100,0 100,0
Calcério 20,0 20,0 20,0 20,0
Sal comum 3,0 3,0 3,0 3,0
Ureia 7,0 7,0 7,0 7,0
Cloreto de aménia 5,0 5,0 5,0 5,0
Premix 10,0 10,0 10,0 10,0
Saccharomyces cerevisiae - 2,0 - 2,00
Mananoligossacarideos, MOS - - 2,00 2,00
Milho moido fino, mg g* 9,99 7,98 7,98 6,03
Selenito de Sddio, mg gt 0,002 0,002 0,002 0,002
Sulfato de Cobalto, mg g* 0,008 0,008 0,008 0,008
lodato de Calcio, mg g 0,008 0,008 0,008 0,008
Composicéo quimica, g kg™
MS* 770,0
PB® 140,0
FDNcp® 175,0
FDA' 75,5
CNF® 603,0
Amido® 504,1

!Lev: leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae); 2MOS: Mananoligossacarideos ;*Lev+MOS: leveduras vivas
(Saccharomyces cerevisiae) + mananoligossacarideos; “Matéria seca (MS), SProteina bruta (PB), SFibra em
detergente neutro corregido para cinzas e proteina (FDNcp), “Fibra em detergente acido (FDA), 8Carboidratos néo
fibrosos (CNF); ° Valor estimado a partir do % de amido no milho descrito por Valadares Filho et al., 2015.

A dieta foi fornecida duas vezes ao dia as 08h0Omin e as 16h0Omin, em
quantidade suficiente para garantir 10% de sobras. As sobras dos alimentos fornecidos
foram recolhidas diariamente dos comedouros e pesadas para ajuste individual do
consumo. Os bebedouros foram lavados diariamente, assegurando-se o fornecimento de
agua de boa qualidade.

Durante o experimento foram realizadas coletas das sobras, retirando fragdes de
10% do peso, na base natural. As amostras de sobras foram congeladas a -20°C. Ao
término do periodo de coletas, as amostras foram descongeladas, homogeneizadas e pré-
secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 55°C, por 72 horas. Posteriormente, as
amostras foram moidas em moinho tipo Willey com peneira de 1 mm, e posteriormente
misturadas na mesma propor¢do, com base no peso seco, para formar amostras
compostas das sobras por animal/tratamento.

As amostras dos alimentos utilizados nas dietas experimentais e as sobras foram
analisadas para teores de matéria seca (MS; 934,01), cinzas (942,05), proteina bruta
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(PB; 984,13), extrato etéreo (EE; 920,39) segundo AOAC (2002), fibra em detergente
acido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN) corrigida para cinzas e proteina
(FDNcp) utilizando nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN) (sem sulfito de
s0dio), segundo Van Soest et al. (1991) com adigdo de a- amilase estavel ao calor.

Os teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) das amostras de alimentos, das
sobras e das fezes foram estimados por meio da equacdo do NRC (2001): CNF = (100 -
%FDNCcp - %PB - %EE - % CINZAS).

As pesagens dos animais foram realizadas a cada 21 dias, de manha e no dia do
abate, em jejum de sélidos e recebendo agua ad libitum. O ganho de peso médio diario
(GPD) foi determinado pela diferenca entre o peso vivo final (PVF) e o peso vivo inicial
(PVI) dividido pelo nimero de dias do periodo experimental. Foi calculada a conversao
alimentar considerando-se o consumo médio diario de matéria seca (CDMS) e o ganho
de peso médio diario dos animais (GPD), conforme a equacdo, CA= (CDMS/GPD).

A partir do 42° dia experimental, depois da segunda pesagem, os animais foram
selecionados para ser abatidos semanalmente, em grupos de 8 animais (2 animais por
tratamento), ao atingirem peso corporal entre 37 e 40 kg.

Os animais foram pesados no dia do abate para a obtencdo do peso corporal.
Antes de abate, foram colhidos 15 mL de sangue por puncéo da jugular, utilizando-se
tubos vacutainer com heparina sddica. O sangue foi centrifugado a 3000 x g durante 15
minutos para a obtencdo do plasma e armazenados em eppendorf a -20°C para
posteriores analises de lipopolisacarideos (Khafipour et al., 2009), soro amildide A e
haptoglobina (Hp), determinadas por kits comerciais, ToxinSensor™ chromogenic LAL
Endotoxin Assay, GenScript, Tridelta SAA Multispecies Assay e Tridelta PHASE
Haptoglobin Multispecies Assay, respectivamente.

O abate dos animais foi realizado de acordo as normas do Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitaria de produtos de Origem Animal - RIISPOA (BRASIL,
1980). A carcaca quente foi pesada para obter o rendimento de carcacga quente (RCQ),
sendo: RCQ = ((peso da carcaca quente/ peso vivo ao abate) x100).

Posteriormente, apos o abate as carcacas foram acondicionadas em sacos plasticos
e transferidas para a camara fria onde foram mantidas a uma temperatura de 4°C
durante 24 h. Ap6s o resfriamento as carcacas foram pesadas, para obtencdo do
rendimento da carcaca fria ou rendimento comercial da carcaca (RCC): RCC = ((peso
da carcaca fria/ peso vivo ao abate) x 100). As perdas por resfriamento PPR= PCQ-
PCF).
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Depois da evisceracao, foram separados o rimen e o intestino delgado para coleta
de amostras de contetdo ruminal e uma de digesta intestinal. A amostra do contetdo
ruminal foi filtrada em 4 camadas de gaze, em seguida foi realizada leitura de pH
utilizando-se um potencidmetro digital. Foram coletados 50 mL de liquido ruminal,
acidificados com 1 mL de &acido sulfarico (1:1) para determinar a concentracdo de
amonia (NHz) e mais 50 mL, foram coletados para determinacdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), as amostras foram armazenadas a -20° C. A concentracdo de NHs
foi determinada pela técnica de Chaney e Marbach (1962). A determinacdo das
concentracBes de AGCC foi realizada em Cromatografo Gasoso (SHIMADZU, modelo
GC-2014), com injetor automatico modelo AOC - 20. A temperatura do injetor utilizada
foi de 200 °C e a temperatura da coluna 80°C/3min até 240 °C (20 graus/min). A coluna
utilizada foi HP INNOwax - 19091N (30m de comprimento; 0,32mm ID; 0,50 um de
filme) e o detector utilizado foi a ionizagdo de Chama.

Outras duas amostras de liquido ruminal (15 mL) e uma de digesta intestinal (15
mL) foram coletadas para a determinacéo da concentracdo dos lipopolisacarideos (LPS).
As amostras coletadas foram transferidas em tubos estéreis e centrifugadas a 6000 X ¢
durante 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi armazenado a -20°C. Posteriormente 1,5
ml do sobrenadante foi novamente centrifugado a 10000 x g durante 30 mim, para
analise de concentracGes de LPS utilizando o kit comercial para determinacdo de
Endotoxinas (ToxinSensor™ chromogenic LAL Endotoxin Assay, GenScript), assim
como descrito por Emmanuel et al. (2008) e Khafipour et al. (2009).

Apo6s a remocdo da digesta e lavagem do rimen com &gua destilada, um
fragmento de aproximadamente 1 cm? foi coletado da regifo do saco ventral do rimen.
As amostras de tecido ruminal foram lavadas em solugdo tampéo fosfato (0,1 M; pH
7,4), e fixadas em solucdo formalina tamponada 10%. Apoés o periodo de fixacdo (24 h)
as amostras foram mantidas em alcool a 70°GL até o processamento histolégico
(Prophet et al., 1992).

Posteriormente, as amostras foram lavadas em séries crescente de alcool etilico a
70, 80 e 90°GL, ficando submergido durante 30 minutos em cada solugdo. Em seguida,
as amostras foram diafanizadas em xilol PA dimetil benzeno (CsHs(CHs)2) por 30
minutos e incluidas em parafina. Logo ap6s, o material foi submergido em parafina por
30 minutos 60°C. Com os blocos de parafina prontos foi realizada a microtomia semi-
seriada, a uma espessura de 5 um. Os cortes histologicos foram montados em laminas e

corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina (Prophet et al., 1992).
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As variaveis microscOpicas avaliadas foram a largura da papila, o tecido
conjuntivo, espessura total epitélio, espessura da camada coOrnea. A espessura da
camada ndo queratinizada foi calculada por diferencia entre a espessura do epitélio e a
camada cornea.

Estes parametros foram mensurados em imagens digitalizadas dos fragmentos de
tecido ruminal na objetiva de 10x e 20x. A captura de imagens e as analises foram
realizadas com auxilio dos softwares computacionais, Q-Capture e o Motic imagens
plus 2.0 ML, acoplados a um microscopio, Olympus BX41.

Abscessos hepaticos (AH) foram classificados de acordo com a severidade em
escala de 0 a 3 (Brink et al., 1990), e categorizada como segue: (0) figados sem
abscessos; (A-) figados com um ou dois pequenos abscessos (menores que 2,5cm de
didmetro) ou cicatrizes de abscessos; (A) figados com dois a quatro abscessos ativos
(menores que 2,5cm de didmetro); (A+) figados com um ou mais, grandes abscessos
(maiores que 2,5cm de diametro) e porcGes do diafragma aderido a superficie do figado.
Foi considerada para andlise, a porcentagem de animais acometidos por abscessos
dentro de cada tratamento, obtendo-se com isso a incidéncia de abscessos hepaticos
propriamente dita.

Os dados foram analisados, utilizando-se o procedimento GLM do pacote
estatistico SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.1). As médias entre 0s
tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Yij = p+ Ti + eij

Onde, Yij = valor observado das variaveis estudadas, relativo a cada individuo j,
recebendo o tratamento i; u = constante geral; Ti = efeito do tratamento i, com i
variando de 1 a 4; eij = erro aleat6rio associado a cada observacao.

As frequéncias dos abscessos foram calculadas pelo procedimento FREQ. A
incidéncia e a severidade dos abscessos foram analisadas pelo procedimento Logistic do
SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.1), utilizando-se o teste de Qui-quadrado e
adotando-se a=0,05.

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Y=Bo+ p1X
Onde, Y= Probabilidade de ocorréncia de abscessos hepaticos; Bo, P1, parametros
estimados associados com os termos do modelo e o X é a incidéncia do abscesso

hepatico.
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Resultados e discusséo

A suplementacdo com leveduras vivas, MOS e a combinagéo de leveduras vivas e
MOS néo apresentou efeito (P>0,05) sobre o consumo de matéria seca (CDMS), o0s
parametros de desempenho, o peso final, os ganhos de peso diario e total e a conversdo

alimentar de ovinos alimentados com dieta a base de grdos em confinamento (Tabela 2).

Tabela 2- Desempenho de ovinos alimentados com dieta a base de grdos e
suplementados com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e
mananoligossacarideos e a associacdo dos aditivos (leveduras vivas + MOS)

Tratamentos

4
Item Controle Lev. MOS Lev+MOS EPM P
CDMS g d* 957 1.039 971 968 0,12 0,78
CDMS, %PV 3,8 4,3 4,1 3,9 1,22 0,54
CDMS, g kg®™ 72,9 78,9 75,6 73,5 3,71 0,59
Pl, kg 24,8 24,0 23,9 24,6 0,53 0,91
PF, kg 37,1 37,9 36,3 37,2 1,72 0,89
GPD, g 233 267 242 247 22,8 0,82
CA 4,2 3,9 4,3 4,2 0,58 0,80

Consumo de matéria seca (CDMS), consumo de matéria seca em porcentagem de peso vivo (CDMS, %PV), consumo
de matéria seca em gramas por quilogramas de peso metabolico (CDMS, g kg®™), peso vivo inicial (P1), peso vivo
final (PF), ganho de peso diario (GPD, @), conversdo alimentar (CA); Lev: leveduras vivas (Saccharomyces
cerevisiae); 2MOS: Mananoligossacarideos; 3Lev+MOS: leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae) +
mananoligossacarideos; “EPM = erro-padrdo da média; Teste Tukey (a=0,05).

Em relagdo ao CMS, os resultados foram semelhantes aos observados por Kawas
et al. (2007), onde a suplementacéo de 1,2 g kg*/animal/dia de uma cultura de leveduras
vivas Saccharomyces cerevisiae (contendo 2,8 x 10* UFC de leveduras g*) ndo teve
efeito sobre CMS, o ganho de peso e a conversdo alimentar de cordeiros em fase de
terminacdo. Mas, € importante destacar que o fornecimento diario de leveduras vivas
utilizado por esses autores foi menor que usada no presente estudo.

Vyas et al. (2014) também ndo observaram efeito sobre os pardmetros de
desempenho de novilhas de corte recebendo uma dieta com 33,8% de amido e
suplementados com 4 g dia™* de leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae (3,48 x 10%°
UFC) e 4 g dia™ levedura morta (2,86 x 10> UFC), administradas em capsulas de
gelatina diretamente no ramen.

Em contraste com os resultados apresentados neste trabalho, Ding et al. (2008)
observaram aumento de 11,5% na eficiéncia alimentar em cordeiros recebendo uma

dieta a base de graos (43,3% de amido), com a adi¢do de 1 g/animal/dia de uma cultura
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de leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae (20 x 10° UFC g%). Possivelmente, esse
efeito observado pelos autores pode estar relacionado a utilizagdo de uma dieta com
64,5% milho floculado, o qual demonstrou melhorar a digestibilidade e a eficiéncia de
utilizacdo dos nutrientes (Simas et al., 2008), ja que a concentracdo de leveduras vivas
fornecida foi igual & descrita neste estudo (2 x 10'° UFC g de levedura).

De acordo com Comert et al. (2015) as divergéncias de resultados encontrados
nos diferentes estudos sobre os parametros de desempenho em ruminantes
suplementados com leveduras vivas e MOS, podem ser atribuidas ao tipo de dieta basal,
forragem utilizado e a alimentacdo, uma vez que, teores diferentes de carboidratos
solveis na dieta, afetam o CMS dos ruminantes (Chademana e Offer, 1990). Além
disso, o tipo de animal, estado fisiologico e nivel de producdo também podem
influenciar a resposta do animal a suplementacdo (Beauchemin et al., 2003).

Os rendimentos de carcagas de ovinos alimentados com dieta de alto gréo e
suplementados com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae, MOS e a combinacdo

destes aditivos ndo foram influenciados (P>0,05; Tabela 3).

Tabela 3- Rendimentos das carcacas de ovinos alimentados com dieta a base de graos e
suplementados com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae,
mananoligossacarideos e a associac¢ao dos aditivos (leveduras vivas + MOS)

Tratamentos 4

Item Controle Lev! MOS? Lev+ MOS?® EPM P

PVA, kg 37,1 37,9 36,3 37,2 1,72 0,89
PCQ, kg 18,5 18,9 17,8 18,5 0,38 0,80
PCF, kg 18,4 18,7 17,7 18,4 0,37 0,85
PPR, % 1,1 1,2 1,4 1,1 0,03 0,68
RCQ, % 495 49,4 48,9 49,3 0,36 0,95
RCF, % 49,8 49,8 49,0 49,6 0,35 0,87

Peso vivo ao abate (PVA), Peso da carcaga quente (PCQ), Peso da carcaca fria (PCF), perda por resfriamento (PPR),
rendimento da carcaca quente (RCQ), rendimento da carcaca fria (RCF); Lev: leveduras vivas (Saccharomyces

cerevisiae);

2MOS: Mananoligossacarideos;

3Lev+MOS:

leveduras vivas

mananoligossacarideos (MOS); “EPM = erro-padrdo da média; Teste Tukey (0=0,05)

(Saccharomyces

cerevisiag) +

Os rendimentos de carcaca quente e fria dos cordeiros mesticos Santa Inés X
Dorper, utilizados neste estudo, foram de 49,2 e 49,5%, respectivamente, para animais
abatidos com média de peso de 37,2 kg. Resultados semelhantes foram encontrados por
Araujo Filho et al. (2010), ao avaliarem o desempenho e as caracteristicas de carcaca de
ovinos Santa Inés x Dorper terminados em confinamento, 0s quais apresentaram

rendimentos de carcaca quente e fria de 47,98 e 46,99 %, respetivamente.



53

Apesar dos animais estarem em jejum antes do abate, os valores de pH ruminal,
obtidos no momento do abate, estavam relativamente baixos em todos os tratamentos
(Tabela 4), indicando um possivel quadro de acidose ruminal subaguda. Contudo, os
episodios deste distdrbio metabdlico sdo diagnosticados quando o pH do rimen diminui
a um nivel sub-6timo (pH<5,8) durante um periodo de tempo superior a 5,4 h dia*
(Zebeli et al., 2008). Desta forma, como o pH ruminal foi mensurado apenas no
momento do abate (apds 16 horas da Gltima alimentacdo), sem conhecer suas variacfes
durante o dia, portanto, ndo € possivel concluir que os animais apresentaram a acidose

ruminal subaguda.

Tabela 4- Valores de pH ruminal, amonia (NH3) e &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) de ovinos alimentados com dieta de alto grdo suplementados com
leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae, mananoligossacarideos e a
associacdo dos aditivos (leveduras vivas + MOS)

Tratamentos

4
Item Controle Lev? MOS? Lev+MOS?® EMP P
pH ruminal 5,18c 5,30bc 5,34b 550a 0,07 0,01
NHs (mg dL?) 36,54a 29,45b 24,93c 28,14bc 1,62 0,04
Total AGCC, mM 136,9¢ 157 ,4a 145,4b 132,3c 3,57 0,05
AGCC
Acetato (A) 68,68 77,60 69,83 61,55 49 0,12
Propionato (P) 49,78 57,37 60,46 52,17 2,2 0,29
Butirato (B) 14,27 18,78 11,37 14,68 1,5 0,39
Isobutirato 0,40 0,42 0,42 0,43 0,04 0,99
Isovalerato 1,13 1,56 1,06 168 0,18 0,57
Valerato 2,67 1,66 2,67 1,77 0,18 0,18
Proporcao A: P 1,54 1,44 1,16 1,18 0,08 0,28

!Lev: leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae); 2MOS: Mananoligossacarideos; 3Lev+MOS: leveduras vivas
(Saccharomyces cerevisiae) + mananoligossacarideos; “EPM = erro-padrdo da média; Teste Tukey (a=0,05).

Os valores de pH ruminal aumentaram (P<0,05) com a suplementacdo de MOS e
leveduras vivas + MOS, gquando comparados com o tratamento controle. No entanto, o
pH dos animais alimentados com leveduras vivas foi semelhante (P>0,05) ao
observados nos ovinos que receberam a dieta controle.

Ding et al. (2008), Chung et al. (2011) e Silberberg et al. (2013) constataram que
as leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e 0s MOS, podem aumentar o pH ruminal
dos animais alimentados com dietas de alto grdo, reduzindo as varia¢Ges drasticas de
pH, o que resulta em maior estabilidade do ambiente ruminal.

O uso das leveduras vivas em estudos in vitro, tem demostrado que estes aditivos

podem atuar fornecendo acidos dicarboxilicos, particularmente, o acido maélico, proé-
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vitaminas e micronutrientes, favorecendo o crescimento e a atividade das bactérias
celuloliticas, das bactérias utilizadoras de acido latico e dos protozoarios ruminais
(Williams et al., 1991; Chung et al., 2011). Possivelmente, o uso de leveduras vivas e o
MOS (probidtico e prebiotico) associados na dieta dos animais, pode ter apresentado um
efeito simbidtico, que favoreceu a estabilizagdo do pH ruminal.

O uso de leveduras vivas e dos MOS aumentou (P<0,05) a concentracao total de
AGCC. Resultados semelhantes foram encontrados por Li et al. (2011), que também
encontraram maior producdo de AGCC usando niveis crescentes de oligossacarideos
(0,2 a 0,8%) na dieta basal de ovelhas. De acordo com Pinloche et al. (2013) o aumento
na concentracdo de AGCC pode estar relacionado com um aumento da atividade
metabdlica dos microrganismos anaerobios, tanto bactérias como protozoarios presentes
no ramen.

Houve reducéo das concentragdes de NHz (P<0,05) com a suplementacédo de todos
os aditivos, quando comparados com o tratamento controle, sugerindo um aumento do
fluxo de nitrogénio bacteriano para o intestino delgado do animal e, portanto, uma
maior eficiéncia de utilizagdo deste elemento. Do mesmo modo, Alshaikh et al. (2002)
também observaram reducdo na concentracdo de NHs, quando dietas ricas em
concentrado foram suplementadas com uma cultura de leveduras vivas. Mais
recentemente, Vyas et al. (2014) ndo observaram efeito da suplementagédo da cultura de
leveduras vivas e leveduras secas inativas na dieta de novilhas de corte sobre o nivel de
NHs no rumen, indicado que ainda existem resultados controversos sobre este
parametro.

As concentrag@es de LPS livres no plasma e liquido ruminal, obtidas neste estudo
(Tabela 5), foram maiores que os valores encontrados por Huo et al. (2013) em caprinos
alimentados com menores propor¢Ges de concentrados. Esse resultado pode estar
relacionado a lise celular de bactérias ruminais sensiveis ao baixo pH, como
consequéncia da utilizacdo de dietas de alto grdo (Emmanuel et al., 2008; Khafipour et
al., 2009; Chang et al., 2015).

Os resultados obtidos aqui foram similares aqueles obtidos por Khafipour et al.
(2009) para a concentracdo de LPS. Khafipour et al. (2009) substituiram apenas 21% de
MS da dieta total por uma ragéo misturada com pellets contendo 50% de trigo e 50% de
cevada em vacas leiteiras, e mesmo assim observaram aumento da concentracdo de LPS
no sangue periférico. Lei et al. (2013), por outro lado, utilizaram dietas com 60% de

concentrado para inducdo da acidose ruminal subaguda em novilhos de corte,
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observaram aumento nas concentracdes de LPS livres no liquido ruminal de 44.006 EU

mL* e no plasma de 0,96 EU mL, respetivamente.

Tabela 5- Lipopolissacarideos (LPS), soro amiloide A (SAA) e haptoglobina (Hp) em
ovinos alimentados com dietas a base de grdos suplementados com leveduras
vivas Saccharomyces cerevisiae, mananoligossacarideos e a associacdo dos
aditivos (leveduras vivas + MOS)

Tratamento 4

Item Controle Lev? MOS? Lev+MOS? EPM P
LPS, EU mL™*

Plasma 0,94a 0,46b 0,44b 0,04c 0,02 0,01

Liquido ruminal  46.132 44.594 42.480 43.276 1.953 0,92

Fluido duodenal  45.473 45.292 43.075 43.544 1.860 0,95
SAA (ug mL? 28,16 29,63 28,64 29,14 3,49 0,75
Hp (ug mL™) 316,37 316,29 317,11 318,19 4,06 0,46

!Lev: leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae); 2MOS: Mananoligossacarideos; 3Lev+MOS: leveduras vivas
(Saccharomyces cerevisiae) + mananoligossacarideos; EU: Unidades de endotoxinas; *EPM = erro-padrdo da média;
Meédias seguidas de letras diferentes na mesma fila diferem pelo teste Tukey (0=0,05).

A translocacdo de LPS para a circulagdo sistémica pode ocorrer como
consequéncia do aumento da permeabilidade do epitélio do ramen (Gozho et al., 2005;
Gomez et al., 2014; Chang et al., 2015). Isto permite que as bactérias e toxinas
bacterianas (LPS) possam entrar na circulacdo portal, causando alteracbes metabdlicas
como, abscessos no figado e uma resposta inflamatéria (Gozho et al., 2005).

A suplementac¢do com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae, com MOS ou
em associacao, na dieta a base de grédo, para ovinos, resultou em menores concentragdes
plasmaticas de LPS (P<0,05), e o tratamento com leveduras vivas + MOS apresentou a
menor concentracdo de LPS (0,04 EU mL; P<0,05), comparado ao controle (0,93 EU
mL™1) (Tabela 5), indicando um efeito sinérgico com o uso dos dois aditivos. Este efeito
pode ser atribuido as cargas positivas dos ligantes presentes na parede celular da
levedura e os MOS, os quais, por forca eletrostatica, sdo capazes de absorver
endotoxinas por apresentarem carga negativa (fosfato) (Johnson et al., 1997; Lei et al.,
2013), permitindo que esta seja eliminada do trato digestorio do animal sem ser
absorvida para a corrente sanguinea (Johnson et al., 1997).

Foi observada altas concentracfes das proteinas da fase aguda, SAA e Hp (Tabela
5), possivelmente, pela presenca de LPS na circulagdo sanguinea. Uma vez que o0s LPS
permitem a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral-o,

interleucinas- 1 e 6) por macrofagos hepéticos, as quais, estimulam a liberacdo destas
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proteinas SAA e Hp, como uma resposta inflamatéria (Khafipour et al., 2009; Gomez et
al., 2014; Chang et al.,, 2015). As concentracdes dessas proteinas ndo foram
influenciadas com a adicdo de leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae, de MOS e a
associacao dos aditivos na dieta a base de grdos de ovinos (P>0,05) (Tabela 5).

A espessura da camada cérnea foi menor (P<0,05) com a adicdo de MOS ou
combinada as leveduras vivas. A largura da papila, o tecido conjuntivo e a camada nédo
queratinizada ndo foram influenciados (P>0,05) pela adicdo dos aditivos na dieta
(Tabela 6).

Tabela 6- Parametros morfolégicos das papilas ruminais de ovinos alimentados com
dieta a base de grdos suplementados com leveduras viva Saccharomyces
cerevisiae, mananoligossacarideos e a associacdo dos aditivos (leveduras

vivas + MOS)
ltem Tratamento EPM! p
MM Controle Lev! MOS? Lev+MOS?
Largura total da papila 288,80 296,50 279,90 283,20 344 0,16
Largura tecido conjuntivo 53,07 59,10 55,32 54,19 2,76 0,62
Espessura do epitélio 80,85ab 87,26a 73,81b 80,52ab 2,79 0,03
Espessura camada cornea 23,66a 22,14a 16,51c 19,36b 0,63 0,01
Espessura camada nédo 57,19 65,12 57,29 66,72 1,62 0,26

queratinizada

ILev: leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae);?MOS: Mananoligossacarideos; 3Lev+MOS: leveduras vivas
(Saccharomyces cerevisiae) + mananoligossacarideos; *EPM = erro-padrdo da média; Médias seguidas de letras
diferentes na mesma fila diferem pelo teste de Tukey (a=0,05).

O aumento da espessura do epitélio ruminal foi acompanhado por aumento da
espessura da camada coOrnea, como resposta do epitélio ruminal ao aumento dos
carboidratos ndo fibrosos da dieta (Steele et al., 2011). Este efeito normalmente é
atribuido ao aumento ao aumento na producdo de AGCC, principalmente o butirato
(Galfi et al., 1983; Steele et al., 2011), o qual, parece ser indesejavel do ponto de vista
de integridade e atividade metabdlica da parede ruminal, em razdo dos efeitos desse
acido sobre a proliferacdo e a queratinizacdo das células epiteliais (Galfi et al., 1993;
Costa et al., 2008).

O espessamento da camada cOrnea é caraterizado pela presenca de grande
quantidade de queratina no citoplasma e poucas organelas celulares, a qual atua como
uma barreira fisica, reduzindo o transporte de AGCC para as camadas mais profundas
do epitélio (Hinders e Owen, 1965), onde a capacidade de absor¢do e metabolizagédo de

AGCC é maior, reduzindo assim, a porcdo metabolicamente ativa do tecido ruminal
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(Baldwin e Jesse, 1992). Apesar da camada coOrnea ter sido maior (P<0,05) para 0s
ovinos que receberam a dieta com tratamento controle e levedura viva, a espessura da
camada ndo queratinizada ndo foi influenciada pelos tratamentos (P>0,05; Tabela 6).

No entanto, foi possivel observar que a adicdo de MOS na dieta resultou em
menor espessura de epitélio ruminal (P<0,05) que os outros tratamentos, devido a
menor camada de epitélio queratinizado observada para este parametro neste estudo
(16,51 pum: P<0,05). lIgualmente, a combinacdo dos aditivos (leveduras vivas + MOS)
resultou em menor (P<0,05) espessura da camada cornea (19,36 pm), quando
comparado com os tratamentos controle e leveduras vivas (23,66 e 22,14 pum,
respetivamente), portanto, poderia pensar-se que 0 MOS pode contribuir com a saude
do epitélio ruminal, ao atenuar a acidose ruminal de animais submetidos a dietas a base
de gréos, reduzindo assim a hiperqueratinizacéo do ramen.

A incidéncia e severidade dos abscessos hepaticos foi menor (P>0,05) nos animais
suplementados com leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae e a combinacdo dos
aditivos (leveduras vivas + MOS) comparativamente aos ovinos que receberam a dieta

controle (Tabela 7).

Tabela 7— Incidéncia e severidade de abscessos hepaticos em ovinos alimentados com
dietas a base de gréos e suplementados com leveduras vivas Saccharomyces
cerevisiae, mananoligossacarideos (MOS) e associacdo dos aditivos
(leveduras vivas+ MOS)

Tratamentos

4
Item Controle Leveduras MOS Lev+ MOS3 EPM P
0 (Sem abscessos), n 2 5 3 5 - -
A-n 2 2 3 2 - -
A, n 2 1 1 1 - -
A+, n 2 0 1 0 -

Incidéncia de abscessos, % 75,0a 37,5b 62,5a 37,5b 145 0,01
Severidade abscessos, %° 50,0a 12,5b 25,0a 12,5b 13.0 0,02

!Lev: leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae);?MOS: Mananoligossacarideos; 3Lev+MOS: leveduras vivas
(Saccharomyces cerevisiae) + mananoligossacarideos; “EPM = erro-padrdo da média; *Severidade abscessos, % de
figados exibindo classificacdo A e A+ (mais prejudiciais); medias seguidas com letras diferentes em uma mesma
linha sdo estatisticamente diferentes (0=0,05)

O desenvolvimento de abscessos hepaticos esta relacionado com o alto consumo
de alimentos rapidamente fermentais e com lesdes sobre o epitélio ruminal (ruminitis).
Danos causados na integridade das papilas ruminais, facilita a entrada de bactérias como
Fusobacterium necrophorum e Actinomyces pyogenes, habitantes normais da
microbiota bacteriana ruminal, na circulacdo portal até atingir os transportados para o

figado, onde ¢ possivel estabelecer focos infecciosos (Nagaraja e Chengappa, 1998).
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As mananoproteinas presentes na estrutura da parede celular das leveduras, tem
elevada afinidade por se ligar as lectinas das fimbrias Tipo 1, encontradas na superficie
de bactérias patogénicas, permitindo que os MOS, se liguem a uma ampla variedade de
microrganismos de forma competitiva, bloqueando a colonizacdo destes patdgenos
(Heinrichs et al., 2003). Porém, este efeito tem sido observado em estudos in vitro, desta
forma, mais estudos precisam ser realizados in vivo para corroborar estes resultados,

pois € pouco discutido na literatura.

Conclusao

A suplementacio de 2 g kg™ de MS de leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae
(10'° UFC g) e 2 g kg™ de MS de mananoligossacarideos (460 g kg ™de parede celular de
Saccharomyces cerevisiae) e a associacdo destes aditivos em dietas com alta propor¢éo
de grdos para ovinos, contribuiu no controle do pH no ramen e reduz as concentracdes
de amonia e a translocacéo de lipopolisacarideos para a corrente sanguinea.

Os mananoligossacarideos e associagdo dos aditivos melhoraram a salde do
epitélio ruminal, reduzindo a espessura da camada cornea.

As leveduras vivas e associagdo dos aditivos na dieta dos ovinos reduz a
incidéncia de abscessos hepaticos em animais que recebem dietas de alto grdo, sem

afetar o desempenho dos animais.
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V1. CONSIDERACOES FINAIS

O uso de dietas com alto teor de grdos exige maior atencdo dos produtores e
nutricionistas, pois estas dietas podem ocasionar distarbios no metabolismo ruminal,
resultando em acidose ruminal aguda ou subaguda, causando importantes perdas
econdmicas nos sistemas intensivos de produgéo.

Neste trabalho, foi demostrado que a utilizacdo de levedura viva Saccharomyces
cerevisiae (10'° UFC g!) e MOS (460 g kg™), nas doses avaliadas nos dois trabalhos
(1,5 e 2 g kg! MS) na dieta a base de grdos podem aumentar os valores de pH ruminal e
reduzir as concentragdes de amonia, além de diminuir a intensidade da acidose ruminal
subaguda, reduzindo, principalmente a translocacdo de lipopolisacarideos a corrente
sanguinea, a ocorréncia de hiperqueratose ruminal e a aparicao de abscessos hepaticos.

A utilizacdo conjunta de prebidticos e probidticos permitiu diminuir 0 processo
inflamatorio observado nos ovinos. Indicando que a suplementacdo destes aditivos
podem ser uma estratégia nutricional interessante para ruminantes terminados em
sistemas intensivos de producao.

Por outro lado, para o desempenho, como ja mostrado na literatura, os resultados
ndo seguem uma linha consistente, sendo necessario, principalmente a padronizacdo das
doses suplementadas, assim como, as cepas de leveduras utilizadas em futuros
experimentos.

Sugere-se a realizacdo de novas pesquisas incluindo analises como sintese de
proteina microbiana e a caracterizacdo dos microrganismos como, Megasphaera
elsdenii, Selenomona ruminantium, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcues albus,
Ruminococcus flavefaciens os quais ajudariam a explicar os resultados obtidos. Assim
como, um ndmero maior de repeti¢cdes visando aumentar a fidedignidade dos resultados

aqui apresentados.



