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CAPITULO 1

Revisado de Literatura



Consideracdes iniciais

Pesquisas realizadas pelas Nacfes Unidas estimaram que 9,7 bilhdes de
pessoas habitardo a Terra no ano de 2050. Crescimento de aproximadamente 30%
comparado ao ano de 2015, quando a populagcao mundial era de 7,3 bilhdes (FAO,
2018). Este crescimento populacional sera acompanhado pela demanda de alimentos,
especialmente as proteinas de origem animal, devido ao seu alto valor econémico e
bioldgico (FAO, 2018).

A producdo de bovinos de corte ocupa lugar de destaque na industria da
proteina animal. A carne bovina é a terceira fonte de carne mais consumida no mundo,
atrds apenas de carne suina e frango (USDA, 2020). Sendo assim, estratégias para
aumentar a eficiéncia e produtividade na industria da carne bovina sdo necessarias.

O sistema de terminagéo de bovinos de corte em confinamentos tem se tornado
uma das estratégias para aliviar a carga de pastagens, reduzindo o tempo necessario
para o abate e, otimizando o desempenho como maior ganho médio diario (GMD),
eficiéncia alimentar (EA), deposicdo de gordura nas carcacas destes animais, e
consequentemente, aumentando a produtividade por area (Pinto e Millen, 2018).

No entanto, a fase de entrada no confinamento inclui varios desafios e eventos
estressantes como transporte, mistura de grupos sociais e exposicdo a novas dietas
(Cooke, 2017). Em alguns casos, estes animais ficam com os mecanismos de defesa
comprometidos, por estimular respostas neuroendécrinas e inflamatorias que
prejudicam a imunocopeténcia e produtividade, aumentando a incidéncia de doencas
(Duff e Galyean, 2007).

Dentre os desafios do periodo de entrada no confinamento, a adaptacéo
nutricional é de crucial importancia, ja que os beneficios produtivos associados a
criacdo de bovinos de corte em confinamento dependem da adequada ingestao,
digestdo e absorcédo presentes na dieta formulada e oferecida aos animais. Sendo
assim, a mudanca da dieta na entrada do confinamento € marcada pela
substituicdo/transicdo de uma dieta a base de forragem para uma dieta com maior
proporcdo de ingredientes concentrados de rapida fermentacdo ruminal.
Considerando a hipétese dos animais ndo serem adaptados de forma adequada, isto
pode ocasionar problemas metabdlicos e digestivos tais como acidose e timpanismo,
e isso pode trazer impactos nos parametros de desempenho destes animais, como

por exemplo o aumento nas flutuagdes de ingestao de matéria seca (IMS), diminui¢cao



na capacidade absortiva, motilidade ruminal, menor GMD e EA, refletindo
negativamente ao retorno econémico da operacado (Owens et al., 1998; Cheng et al.,
1998, Vasconcelos e Galyean, 2008; Wang et al., 2012; Meyer e Bryant, 2017).

Dentre os transtornos citados anteriormente, o timpanismo € um disturbio
metabdlico ndo infeccioso comum em ruminantes e, caracterizado pela distensao
anormal do rimen em funcdo do acumulo de gases que sdo incapazes de serem
eliminados, resultantes dos processos fermentativos do rumen, afetando
negativamente o desempenho animal. Com isso, algumas estratégias podem ser
adotadas para evitar e/ou minimizar a incidéncia de timpanismo, como adaptacéo
gradual a dieta, maior frequéncia de fornecimento da racéo, controle de qualidade dos
ingredientes e uso de aditivos alimentares (Cheng et al., 1998; Nagaraja e Titgemeyer,
2007; Millen et al., 2009; Wang, et al., 2012; Meyer e Bryant, 2017; Estevam, et al.,
2020).

Além das estratégias supracitadas, recentemente estudos mostraram
beneficios com a utilizacdo de aditivos para reduzir a incidéncia de timpanismo,
melhorando assim a saude dos bovinos (Meyer e Bryant, 2017), utilizando extratos
naturais de plantas que melhoram a imunidade e a funcéo ruminal, como por exemplo
0 extrato purificado da planta Yucca schidigera (Cheeke, 2000; McMurphy et al.,
2014a). Um dos produtos comerciais popularizado pelo nome Micro-Aid (MA; DPI
Global; Porterville, CA) contém aproximadamente 18% de saponina (Base na matéria
seca; Singer al., 2008) e possui caracteristicas como detergentes naturais, contendo
componentes sollUveis em agua e gordura, dando-lhes uma ampla variedade de usos
(Cheeke, 2000).

Entretanto, ainda é escassa a literatura disponivel sobre os efeitos da
suplementacdo do extrato de Y. schidigera na incidéncia de timpanismo espumoso
em bovinos, fazendo-se necessarias mais pesquisas e trabalhos sobre a viabilidade

da inclusdo deste aditivo como estratégia para diminuir a incidéncia desta doenca.



Reviséo de literatura

1. Caracteristicas dos animais ruminantes

Os ruminantes sdo animais herbivoros, naturalmente consumidores de
gramineas (Owens e Basalan, 2016) e apresentam pré-estdmagos, que formam um
habitat com condi¢des favoraveis a sobrevivéncia e crescimento dos microrganismos,
estabelecendo uma relacdo simbiotica, onde o hospedeiro fornece o substrato e
proporciona um ambiente adequado, com temperatura e pH favoravel para o
crescimento e mantenca destes microrganismos, que consequentemente suprem o
animal com acidos graxos de cadeia curta (AGCC), resultantes da fermentacdo
microbiana, que séo considerados a principal fonte de energia, contribuindo com 50%
a 70% da energia utilizada para o hospedeiro (Furlan, 2011; Kozloski, 2011; Alves et
al., 2016; Nagaraja, 2016). Um dos objetivos a serem alcancados em sistemas
produtivos com animais ruminantes é a manipulacdo deste ambiente ruminal,
permitindo melhorias em relacdo a alimentacéo para melhorar a eficiéncia produtiva e

desempenho dos animais.

1.1 Microbiota ruminal

Os principais microrganismos que habitam o ramen s&o bactérias, protozoarios
e fungos, onde sobrevivem em condicdes de anaerobiose devido a minima
concentracdo de oxigénio no rimen e temperatura relativamente constante (37 —
40°C, Furlan, 2011; Kozloski, 2011; Membrive, 2016). Segundo Van Soest (1994), no
rimen a faixa de pH ideal varia entre 6,8 e 5,8, pois 0s protozoarios e bactérias
celuloliticas necessitam do pH 6,2 (ou mais alto), enquanto que bactérias aminoliticas
sdo ativas em condi¢cdes mais acidas com pH em torno de 5,8 (Berchielli, et al., 2006;
Kozloski, 2011).

O pH é regulado por diversos fatores, como motilidade ruminal, nivel da fibra
fisicamente efetiva na dieta, consumo de matéria seca, tamanho de particula,
qualidade e proporgdo do volumoso, fluxo de saliva com capacidade de
tamponamento no riumen e producédo e absorcao dos AGCC. Além disso, possui a
habilidade de modular a populacédo de microrganismos que podem estar associadas
na quantidade e/ou tipo de acidos produzidos (Rumsey et al. 1970; Nagaraja e
Titgemeyer, 2007; Kozloski, 2011).

A populacéo de bactérias no rimen é densa, com nimeros que variam de 108

a 10! por g de contetdo ruminal, com tamanho de 1 a 5 um (Nagaraja, 2016),



constituindo a maior parte da biomassa microbiana no ramen (60 a 90%, Kozloski,
2011; Membrive, 2016;). Para que a produtividade e a saude dos ruminantes sejam
mantidas, as bactérias ruminais sdo indispensaveis, pois estes microrganismos sao
importantes  qualitativamente devido sua alta atividade enzimatica, e
guantitativamente, pela amplitude nos produtos que eles fornecem (Nagaraja e
Titgemeyer, 2007; Alves, et al., 2016).

Os fatores que podem influenciar a composicdo das bactérias estéo
relacionados com a dieta que o animal recebe e séo divididas pelas caracteristicas
fermentativas (Furlan, 2011; Kozloski, 2011; Nagaraja, 2016). Com base na
distribuicdo das bactérias no rimen, elas podem ser categorizadas em bactérias que
flutuam livremente no fluido ruminal e bactérias que aderem a particulas (alimentos,
células de protozoarios, a esporangios fungicos ou células epiteliais, Nagaraja, 2016).

Durante a fermentacao, os microrganismos convertem componentes dietéticos
em AGCC, proteina microbiana, dioxido de carbono (CO2), ambnia nitrato (NH3),
metano (CHas), entre outros. Dentre estes AGCC, os mais conhecidos séo acido
aceético, propidnico e butirico que apresentam propor¢des molares de acordo com 0s
componentes da dieta (variando entre 45 a 75% de acido acético, 15 a 45% de &cido
propiénico e 11 a 13% de &cido butirico; Berchielli, et al., 2006; Kozloski, 2011;
Rodrigues, 2016).

Assim como as bactérias, 0s protozoarios ruminais Sdo microrganismos
unicelulares, anaerdbicos, com diferenga em suas estruturas por serem organismos
eucariontes (bactérias sdo procariontes) e encontrados na concentracao aproximada
de 10° — 108 protozoarios/mL (Nagaraja, 2016). Os protozoarios foram os primeiros
microrganismos ruminais a serem identificados (com tamanho celular de 20 a 200 yM
de comprimento, ou seja, cerca de dez a 20 vezes maior que as bactérias), além disso
com alta mobilidade, permitindo que pesquisadores 0s observassem sob microscopios
simples ha mais de 150 anos (Gruby e Delafond, 1843).

Os protozoarios séo classificados em flagelados e ciliados, dependendo da
estrutura morfolégica a qual possuem (Nagaraja, 2016). Protozoarios flagelados
possuem de 3 a 12 yM em seu tamanho, contendo de 10%a 103 por ml no fluido ruminal
e utilizam apenas nutrientes soluveis (Nagaraja, 2016). Os protozodrios ciliados
constituem a maioria dos protozoarios no ramen, variando em tamanho (10 x 20 a 120
x 200 uM; Nagaraja, 2016).



Williams (1986), reportou que a dieta € um dos fatores mais importantes para a
concentracdo e a distribuicdo de protozoarios existentes no raimen. Em dietas a base
de forragem, as bactérias constituem sitios de aderéncia e dificultam o engolfamento
pelos protozoarios; ja em dietas ricas em concentrado, 0s protozoarios ao engolfar os
granulos de amido, os estocam na forma de amilopectina ou amido, degradando mais
lentamente em comparacdo com as bactérias (Williams e Coleman, 1997; Kozloski,
2011). Além disso, os protozoarios ingerem as particulas de amido simultaneamente
com as bactérias aderentes, tornando esta uma possivel causa da origem do aumento
da populacdo bacteriana amiloliticas, apds eliminacdo dos protozoarios em um
processo chamado defaunacdo (Williams e Coleman, 1997; Newbold et al., 2015;
Nagaraja, 2016; Noschang et al., 2019).

Embora uma dieta rica em carboidratos sollUveis possua beneficios para a
criacao de bovinos de corte devido ao maior aporte energético para o ganho de peso,
€ comprovado que a ingestdo de alimentos rapidamente fermentaveis pode causar
alteracdes na populacdo de microrganismos no rumen, diminuicdo do pH e gerando
flutuacdo nas concentracdes dos produtos finais da fermentacao, resultando em varios
distarbios metabolicos (Owens et al., 1998; Goularte, et al., 2008).

Segundo Vasconcelos e Galyean (2008), os disturbios metabdlicos mais
comuns em confinamentos séo acidose, timpanismo, diarreia, abscessos hepaticos e
laminite, causando impactos negativos aos animais. Desta forma, os animais durante
o inicio do confinamento necessitam de mais cuidados, pois vieram de uma dieta a
base de pastagem e torna-se necessario realizar o fornecimento da dieta concentrada
de forma gradativa, para evitar os riscos relacionados a saude ruminal (Meyer e
Bryant, 2017).

Com base no apresentado, bovinos de corte sdo mais suscetiveis a passarem
por uma drastica mudanca nutricional, (de uma dieta a base de forragem para a base
de concentrado) na entrada do confinamento e podem aumentar 0s riscos de
distarbios metabdlicos nesta fase, como o timpanismo ruminal (Vasconcelos e
Galyean, 2008; Meyer e Bryant, 2017)

2. Timpanismo em bovinos de corte
Também conhecido como “meteorismo ruminal”, o timpanismo pode ocorrer

com frequéncia em bovinos e ser causado devido a producao exacerbada de gases



durante a fermentacdo ruminal, somado a fatores que dificultam a sua eliminagéo
(Santos, 2011.; Neto et al., 2014).

Este distlrbio metabdlico pode estar associado com a ingestdo de algumas
leguminosas, como alfafa (Medicago Sativa) e trevos (Trifolium sp.) que contém
proteina altamente digestivel e/ou pode estar associado com ingestao de dietas com
alta incluséo de carboidratos de rapida fermentacéo (Cheng et al., 1998; Pagani, 2008;
Santos, 2011; Wang et al., 2012).

O timpanismo pode ser dividido em duas formas. Sao elas: timpanismo
primario, também chamado timpanismo espumoso e timpanismo secundario,
conhecido por timpanismo gasoso (Cheng et al., 1998). No timpanismo espumaoso,
apesar dos movimentos continuos no rumen, as bolhas constituidas pelos gases da
fermentacao ficam presas por longos periodos, ocorrendo assim a formacgédo de
espumas que nao se desfaz, impedindo a eliminacdo destes gases (Cheng et al.,
1998). O timpanismo gasoso € menos comum, encontrado apenas em 10% dos casos
de timpanismo, ocorrendo quando hé dificuldade fisica e/ou funcional que interfere na
eructacao devido a ingestao irregular de alimentos, ocorrendo obstrucdo esofagica
aguda que nao passam pelo rimen, como batatas, cenouras e frutas inteiras, ou pode
ocorrer inibicdo dos nervos que controlam as contracdes das paredes do ramen
(Majak et al., 2003; Wang et al., 2012).

Independentemente do tipo de timpanismo, ambos apresentam acentuado
aumento na pressao intra-abdominal e consequentemente desenvolvem alteragbes
nos movimentos ruminais, dificuldade respiratéria, circulatoria, possiveis asfixia e
morte (Cheng et al., 1998; Nagaraja, 1998; Millen, et al. 2016). Seu diagndstico é
simples, porém o animal pode entrar em morte subita em razdo a insuficiéncia
respiratéria causada por um quadro intenso de timpanismo ruminal hiperagudo
(Cheng et al., 1998).

Cole et al., (1943) foram um dos primeiros autores que verificaram a incidéncia
do timpanismo em bovinos. Seu método foi avaliado apos induzir o timpanismo em
pastagem de alfafa (Medicago Sativa) e trevos (Trifolium sp.), conseguindo controlar
apos incluir pastejo com capim Sudao no periodo noturno, antes dos animais terem
acesso as areas contendo alfafa, se tornando assim uma maneira para a prevengao
da doenca. Em seguida, Knapp et al., (1943) identificaram o timpanismo como um

problema em confinamento de bovinos de corte, mas sem conhecimento da causa.



Posteriormente, Cole et al., (1945) verificaram que a falta de alimento volumoso na
dieta seria a provavel causa do timpanismo.

A ocorréncia de timpanismo em confinamento de bovinos de corte geralmente
ocorre nos primeiros 14 dias apés o inicio do fornecimento da nova dieta contendo
graos aos animais (Wang et al., 2012). Herrera et al., (2009) propuseram que estes
regimes alimentares em ruminantes podem levar a proliferacdo de Streptococcus
bovis no rimen, resultando na producdo de altos niveis de lactato e polissacarideo
capsular que auxiliam para a formacao de espumas dos animais com o quadro de
timpanismo espumoso. Esses mucopolissacarideos podem afetar a viscosidade do
fluido ruminal, tornando-o mais viscoso e fazendo com que a separacdo do gas ocorra
lentamente, impedindo sua eliminag&o (Santos, 2011).

Durante a mastigacdo, em animais em pastejo, algumas células de
determinadas plantas se rompem com facilidade, isto €, ocorrendo o timpanismo
€espumoso, pois a ruptura mecanica destas folhas de leguminosas podem contribuir
com as bactérias ruminais um acesso mais rapido ao conteudo celular, resultando em
maior producéo de gases, formacao de bolhas e espumas, contribuindo para maior

viscosidade no fluido ruiminal (Cheng et al., 1998; Santos, 2011).

2.1. Estratégias e tratamentos para mitigar a incidéncia de timpanismo

Uma recomendacao para reduzir o risco de incidéncia de timpanismo é utilizar
um manejo de adaptacdo nutricional adequado (Neto, 2014; Estevam et al., 2020).
Estevam et al., (2020) avaliaram os efeitos dos periodos de 6, 9, 14 e 21 dias de um
programa de adaptacao utilizado em escadas para bovinos confinados com seguintes
niveis de concentrado: 70%, 75%, 80,5% e 86% da matéria seca na dieta ao longo de
periodos de adaptacdo e encontraram resultados superiores em animais adaptados
com 14 dias em relacdo ao GMD, PC final e EA, bem como peso de carcaca quente
e area de olho de lombo (AOL), onde proporcionou aos animais adaptados com 14
dias melhor desenvolvimento do epitélio ruminal, pois apresentaram maior largura de
papilas e area de superficie absortiva, demonstrando que estavam melhor adaptados
e diminuiram os indices de problemas metabdlicos, possibilitando aos animais serem
mais eficientes. Vale ressaltar que as papilas, para se adaptarem ao novo ambiente
de fermentacao proporcionado pela dieta de alto teor de concentrado, demoram de 5

a 7 dias para se desenvolverem (Brown e Millen, 2009).



Outra estratégia € incluir niveis de volumosos (feno ou silagem) nas dietas de
confinamento, pois além de aumentar o tamanho das particulas podem auxiliar a
diminuir a taxa geral de fermentacéo, além de estimular a producéo salivar através da
ruminacgédo (Wang et al., 2012; Meyer e Bryant, 2017). A saliva pode ser um fator para
reduzir a ocorréncia do timpanismo ruminal por tamponar o rumen, através do
bicarbonato salivar e neutralizar os acidos ruminais que conseguem aumentar o pH
ruminal, resultando em um importante fator para reduzir a estabilidade da espuma
(Clarke e Reid, 1974; Owens et al., 1998; Santos, 2011; Alves et al., 2016).

A utilizacdo de ionoforos, como por exemplo monensina sodica é outra
alternativa para mitigar a incidéncia de timpanismo e seu uso € muito difundido, além
disso alguns produtos ja foram testados para controle do timpanismo (Nagaraja et al.,
1997; Wang et al., 2012). O uso de ionéforos pode alterar as populagdes microbianas
do rimen, diminuindo a IMS e como consequéncia a reducéo da producao de gases
no raimen (Nagaraja et al., 1997; Santos, 2011).

As abordagens de tratamento dependem do tipo em que o timpanismo
apresenta (espumoso ou gasoso), além de observar a fatalidade que o animal se
encontra, pois em condi¢cdes avancadas torna-se necessario o uso de medidas de
emergéncia. Com isso, em casos extremos existe a necessidade de se fazer uma
rumenotomia de emergéncia ou entdo o uso de trocater para evacuacao do gas,
porém néo é efetivo nos casos de timpanismo gasoso. Neste caso é recomendado a
passagem de sonda nasogastrica, em animais jovens, ou sonda esofagiana, em
animais adultos, para que se elimine a maior parte do gas preso no rumen (Majak et
al., 2003; Coutinho et al., 2009; Santos, 2011).

O timpanismo espumoso também pode ser tratado utilizando 6leos vegetais ou
minerais (300 a 500 mL) para 450 kg de peso vivo animal, administrado em uma dose,
como forma de diminuir a estabilidade da espuma e facilitar a elimina¢do da ingesta
(Majak et al., 2003). Estes produtos reduzem a tensao superficial do liquido onde
contém as bolhas da espuma, por possuirem caracteristicas surfactante que facilitam
a coalescéncia das bolhas e seus movimentos para a regido da céardia (Santos, 2011).
Min et al. (2007) adicionaram 6leo de milho e conseguiram reduzir a severidade do
timpanismo, principalmente por meio da reducdo da producdo e da resisténcia da

espuma no ramen. Outra alternativa envolvendo produtos é com a utilizacdo de



saponinas derivada da planta Yucca schidigera, pois também podem possuir estas

mesmas caracteristicas surfactantes (Cheeke, 2000; Shi et al., 2004).

1. Saponinas

Recentemente, houve um aumento no interesse em explorar compostos
fitoquimicos bioativos como aditivos naturais na nutricdo animal, incluindo como
saponinas, taninos ou 6leos essenciais a fim de melhorar o metabolismo ruminal,
aumentando a eficiéncia da produgdo em ruminantes (Patra e Saxena, 2009a).

Dentre estes aditivos citados, as saponinas sdo compostos glicosidicos que
possuem uma molécula de acucar (glicose, galactose, acido glicurénico, xilose,
ramnose ou metilpentose) com caracteristica hidrofilicas, ligados a uma aglicona
(também denominada sapogenina) que podem ser triterpenoide ou esteroide com
propriedade hidrofébica (Figura 1, Cheeke, 2000; Patra e Saxena, 2009b). Suas
caracteristicas sdo semelhantes a detergentes naturais com componentes soluveis
em agua e gordura devido a presenca de ambos 0s grupos polar (acUcar) e apolar
(esteroide ou triterpenoide, Cheeke, 2000). O nome “saponina” € devido ao aspecto
de espuma, similar com a palavra sabdo em inglés “soap” (Wina, et al., 2005), por
isso, apresentam propriedades de reduzir a tensdo superficial da &gua,
desempenhando as a¢fes detergentes e emulsificantes, fornecendo assim uma ampla

variedade de usos e efeitos biologicos benéficos (Shi et al., 2004; Cheeke, 2000).

(a) (b)

Aol ! rRO” <R

Figura 1: Estrutura basica de saponinas: (a) Triterpenoide e (b) Esteroide (Patra
e Saxena, 2009b)

As saponinas ocorrem naturalmente em uma grande variedade de plantas,
onde s&o substancias derivadas do metabolismo secundario relacionado
principalmente com fung&o no sistema de defesa destas plantas (Cheeke, 2000). Sao

encontradas em diferentes partes, como raiz, tubérculo, casca, folhas, sementes,
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frutos (Wina et al.,, 2005) e normalmente nos tecidos que sdo mais vulneraveis ao
ataque fangico, bacteriano ou predatorio de insetos. Normalmente, as proprias plantas
ndo sdo usadas como ragdo animal; uma vez que, as saponinas sao extraidas de
partes das plantas e usadas como aditivos alimentares (Wina et al., 2005). Existem
diferentes efeitos biologicos das saponinas proveniente de diferentes fontes e deve
considerar diferentes dietas ou niveis para o0 seu uso na alimentacdo (Cheok et al.,
2014; Eryavuz e Dehority, 2004).

As plantas mais comuns e de principais fontes comerciais contendo saponinas
sao Yucca schidigera e Quillaja saponaria. Yucca schidigera é da familia Agavaceae
e sdo plantas nativas dos desertos dos Estados Unidos/México (Piacente et al.,
2005). Quillaja saponaria € da familia Rosaceae e sdo encontradas em zonas aridas
do Chile. As saponinas de Yucca schidigera possuem um nudcleo esteroidal, enquanto
as saponinas de Quillaja saponéria séo triterpenoides (Cheeke, 2000; Wang et al.,
2000; Wina et al., 2005).

As diferencas nos efeitos das saponinas podem estar relacionadas com a
diferenca nas dietas oferecidas aos animais ou aos dois métodos de extracdo
(Cheeke, 2000). Um destes métodos as plantas sdo maceradas mecanicamente,
secas e moidas para produzir 100% de p6é de yucca, ou o material macerado é
submetido a prensagem mecanica, produzindo o “suco de yucca”, onde é concentrado
por evaporagao, denominado “extrato de yucca” (Cheeke, 2000; Piacente et al., 2005).
Este termo “extrato de yucca” é ligeiramente enganador, pois o suco da planta é
removido por meios mecanicos, ao contrario de extracao utilizando solvente (Cheeke,
2000).

Dados in vitro mostraram que as saponinas derivadas de Yucca schidigera
alteram favoravelmente os padrdes na fermentacéo ruminal do grédo de cevada, mas
diminuem a fermentacéo ruminal do feno de alfafa, no entanto, a proporcéo acetato:
propionato foi reduzida em maior extensdo com alfafa em comparacédo com o grao de
cevada (Wang et al., 2000). A taxa de passagem de particulas também foi afetada
pela suplementacdo de saponina, pois uma taxa de passagem mais lenta foi
observada mesmo quando a IMS foi semelhante (McMurphy et al., 2014a). Isso pode
ser devido as caracteristicas de formacdo de espuma das saponinas e subsequente

mudanca na saida do fluido ruminal (Cheeke, 2000; Wang et al., 2000).
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Outra propriedade das saponinas € a capacidade de interagir com esterais,
presentes na membrana plasmatica das células. Ela causa mudanca de conformacéao
na estrutura e aumento da permeabilidade dessa membrana, o que permite a entrada
de ions e agua para o interior da célula, resultando em sua ruptura (Francis, 2002).

McMurphy et al., (2014b), apds utilizar a suplementacdo com Yucca schidigera
em animais consumindo uma dieta a base de forragem a um nivel de 1 ou 2
g/animal/dia, observaram que houve aumento na sintese de proteina microbiana,
possivelmente devido ao aumento do tempo de retencdo no rumen, bem como uma
reducdo nos protozoarios, resultando em uma diminuicdo na predacao de bactérias.
O efeito antiprotozoario das saponinas pode depender da natureza estrutural da
aglicona e do numero, composicao e ligacdes das porcdes de aclcar (Patra e Saxena,
2009b; Morales et al., 2019), através da formacdo de complexos irreversiveis de
saponina com colesterol, causando quebra da membrana celular e consequentemente
morte celular (Cheeke, 2000). Morales et al., (2019), mostraram que a atividade
antiprotozoaria ndo é uma caracteristica inerente a todas as saponinas e que
pequenas variacdes na estrutura de um composto podem ter uma influéncia
significativa em sua atividade biol6gica.

Em estudos de Hristov et al., (1999), encontraram na contagem de protozoarios
uma diminuicao nas novilhas que foram suplementadas com Y. schidigera recebendo
dieta a base de gréos, porém Sliwinski et al., (2002), relataram que a contagem de
protozoarios do rimen nao foi alterada pela inclusdo de extrato de Y. schidigera
recebendo uma dieta a base de silagem de capim. Em revisédo de Wina, et al., (2005),
0s autores encontraram 28 trabalhos em que as saponinas mostraram reducéo no
ndmero de protozodrios, outros 8 apresentando um decréscimo somente na atividade
dos protozoéarios e 3 indicando efeito positivo das saponinas nos protozoarios
ruminais. O efeito antiprotozoario das saponinas ou plantas que contém saponinas
ocorreram principalmente em experimentos in vitro, e devem ser avaliados com
cuidado em raz&o de nem sempre serem consistentes com resultados in vivo (Wina
et al., 2005).

O uso de dietas ricas em carboidratos altamente fermentaveis com mudanca
no perfil nutricional no inicio e durante o periodo de entrada de confinamento, podem
causar certos desafios aos animais com mudancas comportamentais e fisiolégicas,

devido as experiéncias de estresse e periodo de restricdo alimentar anterior (Marques
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et al.,, 2012). Com isso, estudos mostraram que o0 extrato de Yucca schidigera
possuem muitos beneficios ao crescimento e desempenho de bovinos de corte
(Piacente et al., 2005; Sousa et al., 2019).

3.1. Propriedades farmacéuticas e imunoldgicas das saponinas

As saponinas sao ricas em propriedades farmacéuticas e, recentemente,
muitos estudos se concentram na sua capacidade de aumentar as respostas
imunoldgicas (Cheok, et al. 2014). Outra aplicacdo importante do extrato de Yucca
schidigera é como agente espumante nas industrias de refrigerantes, fitoterapia,
cosmeética, alimenticia e de racfes para outras espécies de animais (Cheeke, 2000;
Piacente et al., 2005). Além disso, propriedades das saponinas sdo destacadas como
adjuvantes para aumentar a absor¢cédo de medicamentos pelo aumento da solubilidade
ou interferéncia nos mecanismos de absorcdo e consequentemente aumentar a
resposta imunologica (Francis et al., 2002).

Suas propriedades imunoldgicas podem ser hemoliticas, antiinflamatorias,
antifangicas, antibacterianas ou antimicrobianas, antiparasitarias, antitumorais e
antivirais (Sparg, et al. 2004). Quillaja saponaria sdo amplamente utilizadas como
complexos imune estimulantes (formados pela combinacdo de colesterol, saponina,
fosfolipidio e proteinas hidrofilicas), adjuvantes em vacinas orais e injetaveis, pois
facilitam a absorcao intestinal de grandes moléculas (Cheeke, 2000; Francis et al.,
2002). Estes adjuvantes a base de saponina possuem a capacidade de estimular o
sistema imunolégico mediado por células que aumentam a producao dos anticorpos
(Francis et al., 2002; Cheok, et al. 2014).

4. Utilizacdo de imunomodulares na nutricdo

O sistema imune inato € considerado o primeiro mecanismo de defesa do
organismo e representa os mecanismos de defesa inespecificos para antigenos do
sistema imunoldgico (Carroll e Forsberg, 2007). Ele também pode ser ativado caso o
animal passe por um evento estressante como por exemplo durante a desmama,
transporte, entrada de confinamento, com mudancga na dieta (Duff e Galyean, 2007;
Cooke et al., 2017).

As citocinas proé-inflamatoérias (IL-1, IL-6, TNF-a) sdo proteinas liberadas por

células do sistema imune inato (células NK, macréfagos e mondcitos) que determinam
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uma resposta inflamatoria através de mecanismos celulares e sistémicos, onde um
deles é desencadeado pela reposta de fase aguda (RFA), através de proteinas e
marcadores que permitem quantificar a inflamac&o, ocorrendo a sintese e liberagéo
de proteinas de fase aguda (PFA, Carroll e Forsberg, 2007; Ceciliani et al., 2012).

Em ruminantes, a haptoglobina (Hp) € um exemplo de PFA e sua principal
funcao é a capacidade de interacdo com a hemoglobina (Hb), formando um complexo
estavel Hp-Hb facilmente reconhecido que fagocita e remove o patdgeno do
organismo, assim diminuindo o crescimento microbiano por reduzir a disponibilidade
de hemoglobina livre na corrente sanguinea, pois é considerado um 6timo meio de
cultura para microrganismos patogénicos (Ceciliani et al., 2012).

Os desafios nutricionais em bovinos de corte citados anteriormente - que sao
gerados apds mudancas na dieta por exemplo - podem inibir a produtividade dos
animais e diminuir o bem-estar, causando uma desregulacdo neuroenddcrina com
uma imunossupressao que pode ser induzida pelo estresse ocasionado (Ceciliani et
al., 2012). Como o timpanismo produz um estresse agudo e cronico, de acordo com
sua gravidade (Lippke et al., 1972), animais que apresentam este distlurbio metabdlico
podem incitar uma RFA, tornando-se possivel a avaliacao através da quantificacao de
Hp (Ceciliani et al., 2012; Cooke et al., 2017).

Em vista disto, esta revisdo buscou esclarecer alguns conceitos e evidenciar a
importancia do estudo. O proximo capitulo apresentard a avaliagcdo como respostas
ruminais, fisiolégicas e de desempenho de novilhas de corte recebendo uma dieta
para inducéo de timpanismo e suplementadas com um aditivo alimentar (extrato de

Yucca schidigera), com potencial para prevenir ou mitigar o timpanismo.

Objetivo e HipoGtese

O objetivo deste estudo foi investigar o papel do extrato de Y. schidigera no
timpanismo espumoso como respostas ruminais, fisiolégicas e de desempenho em
bovinos de corte alimentados com graos induzindo ao timpanismo

A hipotese € a suplementacédo do extrato de Y. schidigera que podera diminuir
a incidéncia de timpanismo espumoso em novilhas, recebendo uma dieta contendo

alto teor de carboidratos fermentaveis.
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Suplementac&o com Yucca schidigera para mitigar a incidéncia de

timpanismo espumoso em bovinos de corte alimentados com dieta de alto gréo

Resumo

Este experimento comparou a incidéncia de timpanismo espumoso, assim
como as respostas fisioldgicas ruminais e de desempenho de novilhas de corte
recebendo uma dieta para induzir o timpanismo e suplementadas com extrato de
Yucca schidigera. Dezesseis novilhas canuladas Angus (Angus x Brahman) foram
classificadas pelo peso corporal (PC) e distribuidas em 4 grupos de 4 novilhas cada.
Os grupos foram alocados em um delineamento experimental de quadrado latino 4 x
4 replicado contendo 4 periodos de 28 dias e um intervalo (washout) de 21 dias entre
os periodos. Os grupos foram designados para receber nenhum extrato de Y.
schidigera (CON), ou extrato de Y. schidigera (Matéria natural) 1 g/novilha/dia (YS1),
2 g/novilha/dia (YS2) ou 4 g/novilha/dia (YS4). Durante cada periodo, as novilhas (n =
16/tratamento) foram alojadas em baias individuais e alimentadas com dieta para
inducédo de timpanismo a base de sorgo (Sorghum bicolor L.) a 2% do seu PV. A dieta
e os tratamentos foram fornecidos as novilhas individualmente, duas vezes ao dia, em
proporc¢des iguais (07h00 e 16h00). As novilhas foram avaliadas quanto ao escore de
timpanismo (escala de 0 a 5, aumentando de acordo com a gravidade do timpanismo)
3 h apés a alimentagdo matinal. Amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 7,
14,21 e 28 as0h, 3,6 e 9 hem relacdo a alimentacdo matinal. Amostras de fluido
ruminal foram coletadas nos mesmos pontos de tempo nos dias 0 e 28. Contrastes
ortogonais foram testados para determinar se a incluséo de extrato de Y. schidigera
(0, 1, 2 ou 4 g/novilha/dia) produziu efeitos lineares ou quadraticos, e explorar um
efeito geral da suplementacdo de extrato de Y. schidigera (CON vs. YS1 + YS2 +
YS4). A viscosidade do fluido ruminal foi impactada quadraticamente pela inclusdo do
extrato de Y. schidigera (P = 0,02), sendo maior em YS1, seguido por YS2, e
equivalente entre as novilhas CON e YS4. Novilhas recebendo extrato de Y.
schidigera apresentaram maiores (P < 0,05) concentrag¢des de propionato, iso-valerato
e valerato no rimen, bem como menor (P <0,01) relacdo acetato: propionato em
comparacao com novilhas CON. A inclusdo do extrato de Y. schidigera aumentou
linearmente (P < 0,04) o ganho médio diario e a eficiéncia alimentar. Nenhum outro
efeito do tratamento foi observado (P = 0,19), incluindo escore de timpanismo (1,07 £

0,03 entre os tratamentos), contagem de protozoarios ruminal, concentracfes
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plasmaticas de cortisol, haptoglobina, Nitrogénio ureico, proteina total e concentracao
ruminal de acidos graxos volateis totais. Suplementar extrato de Y. schidigera até 4
g/dia favoreceu as concentracdes de propionato no rimen e aumentou linearmente o
crescimento e a eficiéncia alimentar, mas falhou em mitigar a incidéncia de timpanismo
espumoso em novilhas de corte consumindo uma dieta para inducdo de timpanismo

a base de graos.

Palavras-chave: novilhas de corte, timpanismo espumoso, rumen, fisiologia,

extrato de Yucca schidigera
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Supplementing Yucca schidigera extract to mitigate frothy bloat in beef cattle

receiving a high-concentrate diet

Abstract

This experiment compared incidence of frothy bloat, as well as ruminal,
physiological, and performance responses of beef heifers receiving a bloat-provoking
diet and supplemented with Yucca schidigera extract. Sixteen ruminally-cannulated
Angus-influenced heifers were ranked by body weight (BW) and assigned to 4 groups
of 4 heifers each. Groups were enrolled in a replicated 4 x 4 Latin square design
containing 4 periods of 28 d, and a 21-d washout interval between periods. Groups
were assigned to receive no Y. schidigera extract (CON), or Y. schidigera extract at
(as-fed basis) 1 g/heifer daily (YS1), 2 g/heifer daily (YS2), or 4 g/heifer daily (YS4).
During each period, heifers (n = 16/treatment) were housed in individual pens, and fed
a sorghum (Sorghum bicolor L.) -based bloat- provocative diet at 2% of their BW. Diet
and treatments were individually fed to heifers, twice daily in equal proportions (0700
and 1600 h). Heifers were assessed for bloat score (0 to 5 scale, increasing according
to bloat severity) 3 h after the morning feeding. Blood samples were collected on d O,
7, 14, 21, and 28 prior to (0 h) and at 3, 6, and 9 h relative to the morning feeding.
Rumen fluid samples were collected at the same time points on d 0 and 28. Orthogonal
contrasts were tested to determine if inclusion of Y. schidigera extract (0, 1, 2, or 4
g/heifer daily) yielded linear or quadratic effects, and explore an overall effect of Y.
schidigera extract supplementation (CON vs. YS1 + YS2 + YS4). Rumen fluid viscosity
was impacted quadratically by Y. schidigera extract inclusion (P = 0.02), being greatest
in YS1, followed by YS2, and equivalent between CON and YS4 heifers. Heifers
receiving Y. schidigera extract had greater (P < 0.05) rumen propionate, iso-valerate,
and valerate concentrations, as well as less (P < 0.01) acetate:propionate ratio
compared with CON heifers. Inclusion of Y. schidigera extract linearly increased (P <
0.04) average daily gain and feed efficiency. No other treatment effects were noted (P
2 0.19) including bloat score (1.07 £ 0.03 across treatments), ruminal protozoa count,
plasma concentrations of cortisol, haptoglobin, urea N, total protein, and rumen
concentration of total volatile fatty acids. Supplementing Y. schidigera extract up to 4
g/day favored rumen propionate concentrations and linearly increased growth and feed
efficiency, but failed to mitigate incidence of frothy bloat in beef heifers consuming a

grain-based bloat-provocative diet.
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1. Introducéo

O timpanismo € um disturbio digestivo comum em bovinos que séo alimentados
com dietas ricas em concentrado, resultando em acumulo excessivo de gases e
aumento da pressdo no rimen (Cheng et al., 1998). O timpanismo espumoso € o tipo
predominante em bovinos alimentado com graos, quando o gas excessivo aprisionado
no contetdo ruminal forma espuma e inibe a eructacado (Meyer e Bryant, 2017). Este
distarbio raramente resulta em mortalidade animal, mas produz impactos econémicos
no tratamento, prejudicando o desempenho animal (Nagaraja et al., 1998). Portanto,
0O manejo para prevenir ou amenizar a incidéncia de timpanismo espumoso é
fundamental para o bem-estar e a produtividade de bovinos alimentados com dietas
contendo alto teor de carboidratos fermentaveis (Meyer e Bryant, 2017).

O gerenciamento no fornecimento da racdo, controle de qualidade dos
ingredientes da dieta e adicdo de antibidticos para racdes em dietas ricas em
concentrados tém se mostrado benéficos na reducéo da incidéncia de timpanismo
(Meyer e Bryant, 2017). Com o aumento da pressao publica e restricdes quanto ao
uso de antimicrobianos em racdo para os sistemas pecuarios (US Food and Drug
Administration, 2015), alternativas nas estratégias de alimentagcdo para prevenir
distarbios digestivos e de salde em bovinos alimentados com graos sao asseguradas.
Um exemplo é utilizar aditivos alimentares derivados de plantas, como o extrato de
Yucca schidigera (Sousa et al., 2019).

Este aditivo demonstrou melhorar a fermentacdo ruminal, diminuindo a
populacdo de protozoarios e bactérias, como Streptococcus bovis (Wallace et al.,
1994), que estdo associados a etiologia do timpanismo em bovinos alimentados com
graos (Cheng et al., 1998). Além disso, 0 extrato de Y. schidigera possui propriedades
surfactantes naturais conhecidas por modular o timpanismo em bovinos (Clarke e
Reid, 1972), embora os surfactantes tenham sido mais eficazes na prevencédo do
timpanismo de pastagens (Nagaraja et al., 1998; Meyer e Bryant, 2017).

Suplementar o extrato de Y. schidigera com 2 g/d (matéria natural) melhorou a
digestibilidade ruminal in situ e o fluxo de N microbiano em novilhos alimentados com
forragem (McMurphy et al., 2014a), bem como a eficiéncia alimentar e o ganho médio
diario (GMD) na entrada de confinamento de bovinos de corte (Sousa et al., 2019).

Esses ultimos autores ndo relataram a incidéncia de timpanismo em seu estudo, e 0s
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impactos do extrato de Y. schidigera no timpanismo em bovinos alimentados com
dietas ricas em concentrado permanecem desconhecidos. Dietas que provocam
timpanismo tém sido usadas para examinar aditivos alimentares com potencial para
prevenir ou mitigar o timpanismo em bovinos alimentados com gréos contendo alto
teor de carboidratos fermentaveis (Bartley et al., 1983).

Portanto, nossa hipotese ao suplementar o extrato de Y. schidigera ira diminuir
a incidéncia de timpanismo espumoso em bovinos recebendo uma dieta para inducéo
ao timpanismo a base de grdos. Para investigar esta hipétese, este experimento
comparou a incidéncia e timpanismo espumoso, como respostas ruminais, fisiolégicas
e de desempenho de novilhas de corte recebendo uma dieta para inducdo de
timpanismo e suplementadas com extrato de Yucca schidigera.

2. Material e métodos

Este experimento foi conduzido na Texas A&M - Nutrition & Physiology Center
(College Station, TX). Todos os animais foram tratados de acordo com praticas
aceitaveis e protocolos experimentais revisados e aprovados pela Texas A&M AgrilLife
Research, Agriculture Animal Care and Use Committee (#2018-0099).

2.1. Animais e tratamentos

Dezesseis novilhas canuladas, nuliparas, ndo prenhas, de raca Angus (Angus
x Brahman), foram utilizadas neste experimento. O peso corporal cheio das novilhas
foi registrado por trés dias consecutivos antes do inicio do experimento, e a média foi
calculada para representar o peso corporal pré-ensaio (PC; 224 + 4 kg). As novilhas
foram classificadas pelo PC pré-ensaio e distribuidas em 4 grupos contendo 4 novilhas
em cada, de forma que todos os grupos tivessem PC equivalente antes do
experimento. Os grupos foram alocados em um delineamento experimental de
quadrado latino 4 x 4 contendo 4 periodos de 28 dias e um intervalo de “washout” de
21 dias entre os periodos. Durante cada periodo (dias 0 a 28), as novilhas foram
alocadas em uma estrutura fechada contendo baias individuais (2 x 4 m) com acesso
ad libitum a agua e alimentadas com uma dieta para inducdo de timpanismo (Tabelas
1 e 2) a 2% de PC registrado no inicio de cada periodo (Bartley et al., 1983). A dieta
foi fornecida diariamente (0700 h e 1600 h) em proporc¢des iguais. Ao longo do
intervalo de washout, as novilhas receberam agua, feno picado e mistura mineral
(Tabela 1) para consumo ad libitum, sendo mantidas como um Unico grupo em um

piguete (20 x 20 m) durante os 14 dias iniciais do intervalo de washout, e retornaram
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as baias individuais pelos 7 dias restantes. Deve-se notar que as dietas oferecidas
neste experimento nao continham ionéforos ou outros aditivos alimentares
tradicionalmente usados para prevenir ou mitigar o timpanismo em bovinos (Meyer e
Bryant, 2017).

No inicio de cada periodo (dia 0), os grupos foram atribuidos para receber 1 de
4 tratamentos: 1) sem suplementacao de extrato de Y. schidigera (CON, n = 16), 2)
suplementacao de extrato de Y. schidigera contendo 1 g/novilha/dia (Matéria natural,
YS1, n = 16), 3) extrato de Y. schidigera contendo 2 g/novilha/dia (Matéria natural,
YS2, n = 16) ou 4) extrato de Y. schidigera contendo 4 g/novilha/dia (Matéria natural;
YS4, n = 16). A dose adequada diaria de extrato de Y. schidigera (Micro-Aid; DPI
Global, Porterville, CA) foi misturada com graos secos de destilaria (DDG) na dieta
para formar os tratamentos YS1, YS2, YS4. As novilhas receberam metade de sua
dose diaria de extrato de Y. schidigera durante cada refeicdo do dia (50 g/novilha da
mistura por refeicdo; Matéria natural). DDG sem Y. schidigera foi fornecido durante
cada alimentacdo ao grupo de novilhas do tratamento CON (50 g/novilha da mistura
por refeicdo; Matéria natural). As novilhas consumiram completamente suas dietas em

um periodo de 8 horas.

Tabela 1. Perfil nutricional (com base na matéria seca) dos ingredientes da

dieta oferecidos as novilhas.!

Item? DDG Feno Pelete®
Matéria seca, % 88,3 94,1 89,4
Proteina bruta, % 35,7 8,70 19,9
Fibra em detergente neutro, % 32,0 72,4 15,4
Fibra em detergente acido, % 14,5 44,6 11,9
Amido, % 5,42 9,00 40,4
EL para mantenca,* Mcal/kg 2,18 0,990 2,04
EL para crescimento,* Mcal/kg 1,50 0,440 1,39
Ca, % 0,030 0,610 0,860
P, % 1,13 0,170 0,640
Mg, % 0,377 0,130 0,210
K, % 1,20 1,87 1,17

Na, % 0,197 0,064 0,418
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Fe, mg/kg 95 221 325
Zn, mg/kg 76,3 30 106
Cu, mg/kg 5,67 8 36

Mn, mg/kg 19,7 72 79

Mo, mg/kg 1,13 1,30 1,40
Co, mg/kg 0,116 0,360 1,52
Se, mg/kg 0,833 0,070 0,540

1 Durante cada periodo experimental (d O a 28), as novilhas receberam na dieta a 2% de seu peso
corporal inicial contendo 75% de feno + 25% de pellet do d 0 a d 2, 50% de cada ingrediente dod 3 a
d 5, 25% de feno e 75% de pelletdod 6 ad 8, 15% de feno e 85% de pelletdo d9ad 11 e 100% de
pellet de d 11 a d 28. DDG = gréo de destilaria seco.

2 Analisado por um laboratério comercial (Dairy One Forage Laboratory, Ithaca, NY). Os célculos da
energia liquida para mantenca e crescimento utilizaram as equacdes propostas pelo NRC (2000).

3 Contendo (matéria natural) 58,1% de graos de sorgo triturado (Sorghum bicolor L.), 21,4% de feno de
alfafa desidratado, 15,5% de farelo de soja, 2,5% de melaco liquido, 2% de mistura mineral e 0,5% de
aglutinante de pelete. A mistura de minerais continha 14% Ca, 7% P, 13% NaCl, 0,27% K, 0,4% Mg,
0,25% Cu, 0,003% Se, 0,99% Zn, 90,91 IU / kg de vitamina A, 9,09 IU / kg de vitamina D3 e 0,045 IU /
kg de vitamina E (Purina Animal Nutrition, Shoreview, MN).

4 Calculado com as seguintes equag¢fes (NRC, 2000): Energia liquida para mantenga = (1,37 x EM)

- (0,138 x EM?) + (0,0105 x EMS3) - (1,12); Energia liquida para ganho = (1,42 x EM) - (0,174 x EM?)
+(0,0122 x EM?®) - (0,165); EM = (0,82 x ED); 1 kg de NDT= 4,4 Mcal de ED.

Dado que EM = energia metabolizavel, ED = energia digestivel, NDT = nutrientes digestiveis totais
calculados com base em Weiss et al. (1992).
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Tabela 2. Composicéo e perfil nutricional de dietas para inducéo de timpanismo

oferecidas a novilhas durante um periodo experimental de 28 dias

Dias do periodo experimental

Item 0a2 3a5 6a8 9all 11a28

Ingredientes, % (Matéria natural)
Feno (picado) 75 50 25 15 0
Pelete? 25 50 75 85 100

Perfil Nutricional * (matéria seca)
Matéria seca, % 92,9 91,8 90,6 90,1 89.4
Proteina bruta, % 11,4 141 17,0 18,1 19.9
Fibra em detergente neutro, % 58,7 44,6 30,2 24,3 15,4
Fibra em detergente acido, % 36,7 28,7 20,4 17,0 11,9
Amido, % 16,6 24,3 32,2 35,5 40,4
EL para mantenca, Mcal/kg 1,24 1,50 1,77 1,88 2,04
EL para crescimento, Mcal/kg 0,669 0,902 1,143 1,241 1,39
Ca, % 0,670 0,731 0,795 0,821 0,860
P, % 0,283 0,399 0,518 0,566 0,640
Mg, % 0,149 0,169 0,189 0,197 0,210
K, % 1,70 1,53 1,35 1,28 1,17
Na, % 0,149 0,236 0,326 0,363 0,418
Fe, mg/kg 246 272 298 309 325
Zn, mg/kg 48,3 67,0 86,2 94,1 106
Cu, mg/kg 14,7 21,6 28,7 31,6 36
Mn, mg/kg 73,7 754 772 77,9 79
Mo, mg/kg 1,32 135 1,37 1,38 1,40
Co, mg/kg 0,639 0,925 1,218 1,338 1,52
Se, mg/kg 0,183 0,299 0,418 0,466 0,540

1 Contendo (material natural) 58,1% de gréos de sorgo triturado (Sorghum bicolor L.), 21,4% de feno

de alfafa desidratado, 15,5% de farelo de soja, 2,5% de melaco liquido, 2% de mistura mineral e 0,5%
de aglutinante de pellet. A mistura de minerais continha 14% Ca, 7% P, 13% NacCl, 0,27% K, 0,4% Mg,
0,25% Cu, 0,003% Se, 0,99% Zn, 90,91 IU / kg de vitamina A, 9,09 IU / kg de vitamina D3 e 0,045 IU /

kg de vitamina E (Purina Animal Nutrition, Shoreview, MN).
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2 Analisado por meio de procedimentos de teor de umidade por um laboratério comercial (Dairy One
Forage Laboratory, Ithaca, NY). Os calculos da energia liquida para mantenca e crescimento utilizaram
as equac0es propostas pelo NRC (2000).

3 Calculado com as seguintes equacdes (NRC, 2000): Energia liquida para mantenga = (1,37 x EM)

- (0,138 x EM?) + (0,0105 x EM®) - (1,12); Energia liquida para ganho = (1,42 x EM) - (0,174 x EM?)
+(0,0122 x EM®) - (0,165); EM = (0,82 xED); 1 kg de NDT = 4,4 Mcal de DE.

Dado que EM = energia metabolizavel, ED = energia digestivel, NDT = nutrientes digestiveis totais

calculados com base em Weiss et al. (1992).

2.2. Amostragem

Amostras dos ingredientes da dieta foram coletadas antes do inicio de cada
periodo, agrupadas e analisadas quanto ao teor de nutrientes por um laboratério
comercial (Dairy One Forage Laboratory, Ithaca, NY). Foi coletado PC cheio das
novilhas nos dias -3, -2 e -1 em relagdo ao inicio de cada periodo como média do peso
corporal inicial. O PC final foi calculado pela média do peso corporal das novilhas nos
dias 28, 29 e 30 em relacdo ao inicio de cada periodo. Escore de timpanismo
espumoso foi avaliado diariamente (dia 0 a 28) nas novilhas 3 horas apés o
fornecimento da dieta matinal (Bartley et al., 1983; Neibarger e Nagaraja, 1988; Coe
et al., 1996) de acordo com Bartley (1965):

. 0 = sem espuma e sem distensédo abdominal;
o 1 = espuma leve, mas sem pressao ou distensao abdominal;
o 2 = espuma definida com pressdo suficiente para expelir, mas sem

distenséo abdominal,
o 3 = espuma definitiva com presséo suficiente para causar distenséo

abdominal do lado esquerdo;

o 4 = espuma definitiva com pressao suficiente para causar distensao

abdominal do lado esquerdo e direito;

o 5 = espuma definitiva, distensdo abdominal grave, animal em sofrimento
severo, terminal a menos que a pressao seja aliviada pela abertura da tampa da

canula.

As novilhas ndo receberam nenhum tratamento adicional se diagnosticadas

com timpanismo, independentemente do escore atribuido.
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Amostras de sangue foram coletadas de todas as novilhas nos dias 0, 7, 14, 21
e 28 de cada periodo, antes (0 h) e as 3, 6 e 9 h em relacdo a dieta matinal fornecida
(0700 h). O sangue foi coletado através de punc¢éo da veia jugular em tubos de coleta
de sangue comerciais (Vacutainer, 10 mL; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
contendo heparina sédica liofilizada. Amostras de pelo foram coletadas da cauda de
todas as novilhas (Schubach et al., 2017), simultaneamente com a coleta de sangue
antes da alimentag&o (0700 h). O pelo foi coletado em uma area que nao havia sido
retirado anteriormente. Em seguida foi cortado com uma tesoura 0 mais proximo
possivel da pele com aproximadamente 1 cm de comprimento e 100 mg de peso.

Amostras de ramen foram coletadas via canula ruminal de todas as novilhas
nos dias 0 e 28 de cada periodo, imediatamente antes (0 h) e as 3, 6 e 9 h em relagéo
a dieta matinal fornecida (0700 h). O conteudo ruminal total foi extraido como em
Cagle et al. (2020) usando uma peneira de succédo. O pH ruminal também foi medido
imediatamente apos a coleta (medidor de pH Orion STAR A221, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Amostras de rumen (aproximadamente 200 mL) foram
coadas em 8 camadas de pano de algoddo para extracdo de fluido, que foi
armazenado em garrafas térmicas de aco inoxidavel individuais para manter a
temperatura e um ambiente anaerdbio, em seguida foram transportadas para o

laboratorio para o processamento destas amostras.

2.2.1. Anédlises laboratoriais

Amostras dos ingredientes da racéo.

As amostras foram analisadas por procedimentos quimicos de teor de umidade
para concentracdes de proteina bruta (método 984.13; AOAC, 2006), fibra em
detergente acido (método 973.18 modificado para uso em um analisador de fibra
Ankom 200, Ankom Technology Corp., Fairport, NY; AOAC, 2006), fibra de detergente
neutro usando a-amilase e sulfito de sédio (Van Soest et al., 1991; modificado para
uso em um analisador de fibra Ankom 200, Ankom Technology Corp.), amido (YSI
2700 SELECT Biochemistry Analyzer; YSI Inc., Yellow Springs, OH), macro e micro
minerais utilizando uma espectroscopia de emissdo de plasma acoplada
indutivamente (Sirois et al., 1991), e Se (método 996.16; AOAC, 2006). As equacdes
usadas para calcular energia liquida de mantenga (ELm), energia liquida de ganho
(ELQ) e o perfil nutricional dos ingredientes da dieta estao descritas na Tabela 1.
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Amostras de plasma e pelo.

As amostras de sangue foram alocadas imediatamente em gelo apds a coleta,
centrifugadas (2.500 x g por 30 min; 4 °C) para o plasma sanguineo e estocadas a -
80 °C no mesmo dia da coleta. Todas as amostras foram analisadas para cortisol (kit
de radioimunoensaio n° 07221106, MP Biomedicals, Santa Ana, CA; Colombo et al.,
2019) e haptoglobina (Cooke e Arthington, 2013). As amostras de plasma coletadas
nos dias 0, 14 e 28 foram analisadas quanto a Nitrogénio Ureico Plasmatico (NUP) e
proteina total (Carysta High Volume Chemistry Analyzer; Zoetis). Os Coeficientes de
variacdo (CV) intra e inter ensaios foram, respectivamente, 3,9 e 4,4% para o cortisol,
5,3 e 7,2% para a haptoglobina, 2,1 e 2,3% para a proteina total e 1,7 e 2,3% para o
NUP. O cortisol foi extraido de amostras do pelo e analisado como em Schubach et
al. (2020). Os CV intra e inter ensaio para cortisol do pelo foram, respectivamente, 7,7

e 8,9%, respectivamente.

Amostras de rumen.

Uma subamostra de 5 mL de cada amostra de fluido ruminal foi transferida para
tubos falcon individuais contendo 1 mL de acido metafosforico e armazenada a -20 °C
no mesmo dia da coleta. Essas amostras foram processadas e analisadas quanto ao
perfil de acidos graxos volateis (AGV), conforme descrito por Cappellozza et al.
(2013). Uma segunda subamostra de 10 mL de cada amostra de fluido ruminal foi
analisada quanto a viscosidade, utilizando SV-10 / SV-100 Vibro Viscometer (A&D
Company Ltd.; Téquio, Japao) como em Pitta et al., (2016). Uma terceira subamostra
de fluido ruminal foi analisada para contagens de protozoarios, conforme descrito por
Cagle et al. (2020) utilizando uma Camara de contagem Sedgewick Rafter (Hausser
Scientific, Horsham, PA).

2.3. Analises estatistica

A novilha foi considerada a unidade experimental para todas as analises. Todos
os dados foram analisados com o procedimento MIXED do SAS (SAS Inst. Inc., Cary,
NC), utilizando a aproximagéao de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade
do denominador para testes de efeitos fixos, e novilha (grupo) e grupo como variaveis
aleatérias. O modelo usado para a novilha em PC, GMD e eficiéncia alimentar
continha os efeitos do tratamento e do periodo. O modelo usado para ingestao de
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alimento, escore de timpanismo e concentracfes de cortisol no pelo continha os
efeitos do tratamento, dia, a interacdo do tratamento x dia e periodo como variavel
independente. O termo especificado para essas medidas repetidas foi dia, com novilha
(grupo x tratamento x periodo) como sujeito, e autorregressivo como estrutura de
covariancia com base no critério de informacéo de Akaike. O modelo usado para todas
as variaveis de plasma e fluido ruminal continha os efeitos do tratamento, dia, hora,
todas as interagfes resultantes e periodo como uma variavel independente. O termo
especificado para essas medidas repetidas foi hora, com novilha (grupo x tratamento
x periodo x dia) como sujeito, e autoregressiva como estrutura de covariancia com
base no critério de informacéo de Akaike. Os resultados das variaveis do plasma,
fluido ruminal e cortisol do pelo a partir do d 0 foram calculados e usados como
covariavel independente em cada analise, respectivamente. Todos os resultados
foram relatados como médias de minimos quadrados, ou médias de minimos
quadrados covariavelmente ajustados quando o modelo continha variaveis
independentes e separados usando diferencas de minimos quadrados. A significancia
foi determinada se P < 0,05 e as tendéncias se P> 0,05 e < 0,10. Contrastes ortogonais
foram testados para determinar se a inclusao de extrato de Y. schidigera (0, 1, 2 ou 4
g/novilha/dia) produziu efeitos lineares ou quadraticos e para explorar o efeito geral
da suplementacdo de extrato de Y. schidigera (CON vs. YS1 + YS2 + YS4). Os
coeficientes de contraste foram gerados usando o procedimento IML do SAS (SAS
Inst. Inc.). Os contrastes descritos acima foram escolhidos devido a sua relevancia
para nossa hipétese, e limitados a trés contrastes, pois quatro tratamentos
experimentais foram investigados (Kaps e Lamberson. 2017). Se varios contrastes
forem significativos (P < 0,05), o contraste com o maior valor F e 0 menor valor P foi

discutido.
3. Resultados

O escore de timpanismo e a incidéncia de cada escore individual durante o
experimento nao foram afetadas pelos tratamentos (P = 0,15; Tabela 3). O escore de
timpanismo aumentou entre o0s tratamentos com o avanco de cada periodo
experimental (efeito do dia, P < 0,01; Figura 2). O pH ruminal e a contagem de
protozoarios ruminais (Tabela 4) também nao foram afetados pelos tratamentos (P =

0,39; Tabela 4). Viscosidade do liquido ruminal foi quadraticamente afetada pela
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inclusédo do extrato de Y. schidigera (P = 0,02), sendo maior nas novilhas YS1, seguida

pelas novilhas YS2, e equivalente entre as novilhas CON e YS4 (Tabela 4). Efeitos de

dia e hora, bem como interagdes dia x hora foram detectados (P < 0,05) para esses

parametros e sdo descritos na Figura 3.

Escore de timpanismo, escala 0 - §
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Figura 2: Escore de timpanismo em novilhas canuladas recebendo uma dieta

com inducéo de timpanismo e suplementadas ou ndo com diferentes niveis de

extrato de Yucca schidigera sob desafio de timpanismo
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Figura 3: Efeitos de dia e hora para os parametros de pH ruminal, contagem

de protozodrios ruminais e viscosidade do fluido ruminal

As concentragdes no fluido ruminal de acetato, butirato, isobutirato e AGV total

nao foram afetadas (P = 0,12) pelos tratamentos (Tabela 4). Novilhas recebendo

extrato de Y. schidigera apresentaram maiores (P < 0,05) concentragdes ruminais de

propionato, iso-valerato e valerato, bem como menor (P <0,01) relacdo acetato:

propionato comparado com novilhas CON (Tabela 4). Os efeitos de dia e hora, bem

como as interagdes dia x hora, foram detectados (P < 0,05) para as respostas de AGV

sao descritas na Figura 4.
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Figura 4: Efeitos de dia e hora para as respostas de AGV

As concentracdes plasmaticas de cortisol, haptoglobina, NUP, proteina total e
concentragdes de cortisol no pelo ndo foram afetadas (P = 0,20) pelos tratamentos
(Tabela 5). Efeitos de dia e hora, bem como interac6es dia x hora também foram
detectados (P < 0,05) para essas variaveis e estdo descritos na Figura 5. O PC das
novilhas durante o experimento néo foi afetado (P = 0,24) pelos tratamentos (Tabela

6). No entanto, a inclusdo do extrato de Y. schidigera aumentou linearmente (P < 0,04)
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cortisol no pelo
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Tabela 3. Escore de timpanismo em novilhas canuladas recebendo uma dieta para induc&o de timpanismo e suplementadas

ou ndo com diferentes niveis do extrato de Yucca schidigera sob desafio de timpanismo

Contrastes (Valor de P)?

Item CON YS1 YS2 YS4 EPM M incluséo Linear Quadratico
Média .de escore de 1,21 1,25 1,32 1,27 0,08 0,20 0,38 0,19
timpanismo

Escore 0, % 38,1 393 33,1 36,0 281 0,52 0,38 0,44
Escore 1, % 11,0 8,83 12,8 991 1,89 0,79 0,93 0,60
Escore 2, % 42,0 42,5 42,3 45,8 3,77 0,63 0,31 0,70
Escore 3, % 8,51 7,95 111 8,36 3,38 0,71 0,87 0,29
Escore 4, % 0,392 2,07 0,076 0,00 0,621 0,60 0,15 0,15

1 As novilhas foram distribuidas em um delineamento de quadrado latino 4 x 4, contendo 4 periodos de 28 dias cada e um intervalo de washout de 21 dias

entre os periodos. As novilhas receberam dietas com 2% de seu peso corporal inicial (matéria natural) e consumiram completamente suas dietas em um

periodo de 8 horas. A eficiéncia alimentar foi calculada usando o ganho de peso corporal total e 0 consumo total de ragédo de cada novilha em cada periodo.

Escore de timpanismo foi avaliado diariamente 3 h apds a alimentacdo matinal

2Contrastes ortogonais foram testados para determinar um efeito geral da suplementacéo de extrato de Y. schidigera (inclusédo de M; CON vs. YS1 + YS2 +

YS4) e se a inclusao de extrato de Y. schidigera (0, 1, 2 ou 4 g/novilha/dia) produziu efeitos lineares de quadraticos.
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Tabela 4. Parametros ruminais de novilhas canuladas recebendo dieta para inducao de timpanismo e suplementadas ou nao

com diferentes niveis do extrato de Yucca schidigera sob desafio de timpanismo *:?

Contrastes (Valor de P)3

M
ltem CON YS1 YS2 YS4 EPM _ . Linear Quadratico
inclusao
pH Ruminal 55,8 5,62 5,51 5,53 0,074 0,72 0,39 0,88
Contagem de protozoarios, 1000
257 255 268 280 29 0,84 0,50 0,92
por mL
Viscosidade do fluido ruminal,
13,0 17,3 15,6 12,3 1,8 0,23 0,32 0,02
mPa.s.
AGV ramen, mM
Acetato 66,6 67,3 64,2 66,8 2,3 0,83 0,90 0,54
Propionato 25,1 31,9 31,8 31,3 2,4 0,01 0,10 0,09
Butirato 13,0 13,8 13,3 13,6 0,7 0,53 0,74 0,80
Isovalerato 2,12 2,48 2,48 2,60 0,16 0,03 0,05 0,32
Isobutirato 1,06 1,19 1,10 1,19 0,05 0,12 0,16 0,85
Valerato 1,61 1,97 1,86 1,76 0,13 0,05 0,72 0,06
Relacdo Acetato:propionato 3,18 2,73 2,57 2,63 0,18 <0,01 0,04 0,04
Total 110 119 115 117 4 0,13 0,37 0,44

1 As novilhas foram designadas a um delineamento de quadrado latino 4 x 4, contendo 4 periodos de 28 dias cada e um intervalo de washout de 14 dias entre

os periodos. As novilhas receberam uma dieta indutora de timpanismo a 2% do peso corporal por dia, que foi alimentada duas vezes ao dia (07h00 e 16h00)

em propor¢des iguais.
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2 Amostras de fluido ruminal (50 mL) foram coletadas nos dias 0 e 28 de cada periodo experimental, imediatamente antes (0 h) e aos 3, 6 € 9 h em relagéo a
alimentag&o matinal (0700 h). O pH ruminal foi medido usando um medidor de pH concomitantemente com a amostragem do fluido ruminal. Amostras de fluido
ruminal coletadas em 0 h e 6 h foram analisadas para avaliacdo de viscosidade (Pitta et al., 2016) e contagem de protozoarios (Caigle et al., 2020), enquanto
todas as amostras foram analisadas quanto ao perfil de acidos graxos volateis (Cappellozza et al., 2013). Os resultados obtidos em d 0 foram calculados e
usados como covariavel independente em cada analise respectiva.

3 Contrastes ortogonais foram testados para determinar um efeito geral da suplementacéo de extrato de Y. schidigera (inclusdo de M; CON vs. YS1 + YS2 +

YS4) e se ainclusdo de extrato de Y. schidigera (0, 1, 2 ou 4 g/novilha/dia) gerou efeitos lineares de quadraticos.
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Tabela 5. Respostas fisiolégicas de novilhas canuladas recebendo uma dieta para indugéo de timpanismo e suplementadas

ou ndo com diferentes niveis do extrato de Yucca schidigera sob desafio de timpanismo 12

Contrastes (Valor de P)3

Item CON YS1 YS2 YS4 SEM M incluséo Linear Quadréatico
Cortisol plasmético, ng/mL 4,75 5,01 4,33 4,44 0,39 0,61 0,20 0,81
Haptoglobina plasmatica,

0,261 0,239 0,273 0,199 0,037 0,49 0,18 0,40
mg/mL
Nitrogénio da uréia

. 11,8 12,1 11,5 12,3 0,4 0,59 0,34 0,38

plasmatica, mg/dL
Proteina total do plasma,

7,53 7,62 7,50 7,59 0,06 0,59 0,76 0,74
g/dL
Cortisol no pelo, pg/mg 4,81 4,36 4,68 4,59 0,32 0,46 0,83 0,66

1 As novilhas foram designadas a um delineamento de quadrado latino 4 x 4, contendo 4 periodos de 28 dias cada e um intervalo de washout de 21 dias entre

os periodos. As novilhas receberam uma dieta indutora de timpanismo a 2% do peso corporal por dia, alimentadas duas vezes ao dia (07h00 e 16h00) em

propor¢des iguais.

2 Amostras de sangue foram coletadas de novilhas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de cada periodo experimental, imediatamente antes (0 h) e aos 3, 6 e 9 h em

relagcdo a alimentacé@o matinal (0700 h). Amostras de cabelo foram coletadas da cauda como em Schubach et al. (2017) as 0700h nos dias 0, 14 e 28 de cada

periodo experimental. Os resultados obtidos em d 0 foram usados como covaridvel independente em cada analise respectiva.

3 Contrastes ortogonais foram testados para determinar um efeito geral da suplementagdo de extrato de Y. schidigera (inclusdo de M; CON vs. YS1 + YS2 +

YS4) e se ainclusdo de extrato de Y. schidigera (0, 1, 2 ou 4 g/novilha/dia) gerou efeitos lineares de quadraticos.
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Tabela 6. Parametros de desempenho de novilhas canuladas recebendo uma dieta para indugdo de timpanismo e

suplementadas ou ndo com diferentes niveis do extrato de Yucca schidigera sob desafio de timpanismo 12

Contrastes (Valor de P)3

Item CON YS1 YS2 YS4 SEM M incluséo Linear Quadratico
Peso corporal inicial, kg 257,4 2574 258,2 2556 4,7 0,86 0,40 0,42
Peso corporal final, kg 266,5 267,6 2695 268,2 5,2 0,24 0,38 0,27
Média do ganho diéario, kg/dia 0,324 0,363 0,420 0,452 0,052 0,08 0,04 0,66
Consumo alimentar, kg/dia 5,15 5,15 5,17 5,11 0,094 0,84 0,39 0,41
Eficiéncia alimentar, kg/kg 0,064 0,070 0,084 0,091 0,010 0,10 0,04 0,71

1 As novilhas foram distribuidas em um delineamento de quadrado latino 4 x 4, contendo 4 periodos de 28 dias cada e um intervalo de washout de 21 dias

entre os periodos. As novilhas receberam dietas com 2% de seu peso corporal inicial (matéria natural) e consumiram completamente suas dietas em um

periodo de 8 horas. A eficiéncia alimentar foi calculada usando o ganho de peso corporal total e 0 consumo total de ra¢do de cada novilha em cada periodo.

20 peso corporal das novilhas foi registrado nos dias -3, -2 e -1 em relacdo ao inicio de cada periodo experimental e a média do peso corporal inicial. O peso

corporal final foi calculado pela média do peso corporal da novilha nos dias 28, 29 e 30 em relacdo ao inicio de cada periodo experimental.

3 Contrastes ortogonais foram testados para determinar um efeito geral da suplementacéo de extrato de Y. schidigera (inclusdo de M; CON vs. YS1 + YS2 +

YS4) e se a inclusao de extrato de Y. schidigera (0, 1, 2 ou 4 g/novilha/dia) gerou efeitos lineares de quadraticos.
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4. Discussao

O modelo experimental e a dieta para indugao de timpanismo usados
neste experimento foram bem-sucedidos em induzir o timpanismo espumoso,
pelo fato do aumento do escore observado nas novilhas ao longo dos
tratamentos conforme o periodo experimental avancava. Nenhuma incidéncia de
timpanismo extremo (por exemplo, escore 5) e apenas alguns casos de
timpanismo com escore 4 foram observados (Tabela 3), sendo de acordo com
pesquisas anteriores que usaram uma dieta semelhante e relataram também a
indug&o de timpanismo sem casos extremos (Bartley et al., 1983; Neibarger e
Nagaraja, 1988; Coe et al., 1996). Contrariando a nossa hipotese, a
suplementacdo com extrato de Y. schidigera falhou em mitigar o timpanismo
espumoso em bovinos que receberam uma dieta para inducdo de timpanismo a
base de gréos contendo alto teor de carboidratos fermentaveis. Apesar de suas
propriedades surfactantes e impactos potenciais na reducdo do timpanismo
(Cheng et al., 1998; Nagaraja et al., 1998), o extrato de Y. schidigera também
contém aproximadamente 18% de saponinas (Singer et al., 2008) que produzem
um efeito espumante (Cheeke, 2000). A formag&o de espuma e 0 subsequente
timpanismo nos bovinos estéo positivamente associados a viscosidade do fluido
ruminal (Cheng et al., 1998; Pitta et al., 2016).

A viscosidade do fluido ruminal foi maior nas novilhas YS1, seguida pelas
novilhas YS2, e equivalente entre as novilhas CON e YS4. A razdo pela qual a
viscosidade do fluido ruminal diminuiu de acordo com a incluséo dietética do
extrato de Y. schidigera € desconhecida e merece investigacdo. Essas
diferencas nédo foram suficientes para aumentar a incidéncia de timpanismo em
novilhas YS1 e YS2. No entanto, a viscosidade do fluido ruminal aumentou com
0 avanco do experimento (dia O vs. dia 28) e com a alimentagao da dieta para
indugcédo de timpanismo, corroborando que a incidéncia de timpanismo e a
viscosidade do fluido ruminal estéo positivamente associadas (Pitta et al., 2016).

A incluséo do extrato de Y. schidigera também né&o afetou o pH ruminal e
a contagem de protozoarios em novilhas que receberam a dieta para inducéo de
timpanismo. Como esperado, o pH ruminal diminuiu com o avanco do
experimento e alimentacao entre os tratamentos (Cheng et al., 1998; Nagaraja

et al., 1998). A contagem de protozoarios aumentou ao longo do experimento e
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diminuiu 6 horas apo6s o fornecimento da dieta entre os tratamentos. Dado seu
alto teor de gréos e capacidade fermentativa, a dieta para inducéo de timpanismo
favoreceu a proliferacéo de protozoarios no ramen (Williams e Coleman, 1997).
Embora seu envolvimento no timpanismo em confinamento n&o seja totalmente
conhecido (Cheng et al., 1998), os protozoarios sdo conhecidos por ingerir
cloroplastos de plantas que contém lipidios antiespumantes (Oxford, 1958;
Mangan, 1959), enquanto o conteudo celular de protozoarios estoura devido o
armazenamento excessivo de amido, contribuindo também para a formacao de
espuma ruminal (Clarke, 1965; Jones e Lyttleton, 1972). Suportando nossas
descobertas, McMurphy et al. (2014a) relataram reducdo do pH ruminal e
aumento das concentracfes de protozodrios ruminais em novilhos alimentados
com forragem suplementados com caroco de algodao e farelo de trigo em
comparacao com novilhos ndo suplementados. Esses autores também relataram
gue a inclusdo de extrato de Y. schidigera no suplemento (1 ou 2 g/dia) falhou
no impacto do pH ruminal, mas reduziu a concentracdo de protozoarios em
comparacao com novilhos que ndo receberam suplemento de extrato de Y.
schidigera. Hristov et al. (1999) suplementaram p6 de Y. schidigera para novilhas
de corte recebendo dieta a base de graos e relataram que o pH ruminal néo foi
alterado, enquanto a contagem de protozoarios diminuiu em novilhas
suplementadas. As saponinas contidas no extrato de Y. schidigera reagem com
o colesterol da membrana celular do protozoario para estimular sua quebra
(Cheeke, 2000). Talvez a dieta para inducdo de timpanismo usada neste
experimento tenha favorecido a proliferacdo de protozoarios ruminais e alterado
o ambiente ruminal a um ponto que anulou os efeitos antiprotozoarios do extrato
de Y. schidigera. Por sua vez, Sliwinski et al. (2002) relataram que a contagem
de protozoarios do riumen nao foi alterada pela inclusdo de extrato de Y.
schidigera em fermentadores ruminais contendo uma dieta a base de silagem de
capim. Pesquisas ainda sdo necessarias para determinar os impactos do extrato
de Y. schidigera na populacdo de protozoarios ruminais em bovinos de corte
recebendo dietas a base de forragem ou a base de graos e dietas que induzem
timpanismo.

O perfil ruminal de AGV também foi alterado pela inclusdo do extrato de
Y. schidigera independentemente do nivel, favorecendo propionato, iso-valerato,

valerato e diminuindo a relacdo acetato:propionato. Da mesma forma,
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Holtshausen et al. (2009) relataram que a inclusdo de po de Y. schidigera em
culturas ruminais de 24 horas in vitro aumentou as concentracdes de propionato
e valerato, diminuiu a relacédo acetato: propionato e néo alterou a concentracao
total de AGV.

Hristov et al. (1999) também relataram maiores concentracdes de
propionato, similares de acetato e AGV total, além de reducdo da proporcao
acetato: propionato em novilhas de corte recebendo dieta a base de gréos e
suplementadas com pé de Y. schidigera. Esses resultados foram atribuidos
principalmente aos efeitos antiprotozodérios de Y. schidigera, uma vez que os
protozoarios ruminais competem por nutrientes e hidrogénio com bactérias
produtoras de propionato (Williams e Coleman, 1997).

No entanto, Y. schidigera também demonstrou inibir o crescimento de
espécies bacterianas do ramen néo envolvidas na sintese de propionato, como
S. bovis e Butyrivibrio fibrisolvens (Wallace et al., 1994), facilitando a proliferacéo
de bactérias produtoras de propionato (Hristov et al., 1999). Este ultimo
raciocinio corrobora com os resultados deste experimento, uma vez que a
inclusdo do extrato de Y. schidigera aumentou as concentracdes de propionato
no rimen sem reduzir a contagem de protozoarios no rimen. Os impactos de Y.
schidigera na sintese de valerato tém sido variaveis (Hristov et al., 1999; Santoso
et al., 2004; Holtshausen et al., 2009), enquanto que a concentracao de iso-
valerato aumentou, observada neste experimento, podem estar associadas com
aumento fermentacdo de proteina ruminal a partir da suplementacdo de Y.
schidigera (Dijkstra, 1994; Santos et al., 2004). Entre os tratamentos, as
concentracdes de todos os AGV aumentaram e a relagcdo acetato: propionato
diminuiu com o avanco do experimento (d O vs. d 28) e apds a alimentagéo, o
que era esperado dada a composicdo a dieta base de gréos para inducdo de
timpanismo (NASEM, 2016). Os efeitos das horas relatados neste experimento
representam o perfil de AGV ruminal esperado apdés a alimentacao de uma dieta
a base de forragem (d 0) ou dieta a base de gréos (d 28; NASEM, 2016).

O timpanismo pode produzir estresse agudo e crénico em bovinos, de
acordo com sua gravidade (Lippke et al.,, 1972), que por sua vez eliciam
respostas de fase aguda e inflamatoria (Cooke, 2017). Por essas razbes, as
concentracbes de cortisol (pelo e plasma) e haptoglobina (plasma) foram
avaliadas para determinar se o extrato de Y. schidigera impactaria como
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respostas para aliviar a incidéncia de timpanismo. As concentragdes de cortisol
e haptoglobina ndo foram afetadas pela incluséo do extrato de Y. schidigera na
dieta provocadora de timpanismo, corroborando com os resultados de escore de
timpanismo. Entre o0s tratamentos, as concentracbes plasmaticas de
haptoglobina e cortisol aumentaram até o dia 14 do periodo experimental, mas
voltaram aos niveis basais no dia 28, sugerindo que as novilhas sofreram
respostas adrenocorticais transitorias e de fase aguda (Cooke, 2017). Os efeitos
das horas foram varidveis para o cortisol plasmatico, mas mostram que as
concentracdes plasmaticas de haptoglobina diminuiram apés a alimentacéo, o
que, até onde sabemos, nao foi relatado antes e fornece uma nova viséo sobre
a resposta da haptoglobina em bovinos. As concentracdes de cortisol no pelo
tém sido usadas como biomarcador de estresse cronico em bovinos (Schubach
et al., 2020), e aumentaram com 0 avango do experimento entre os tratamentos.
Este resultado pode estar associado a incidéncia de timpanismo e ao aumento
do estresse cronico, mas também ao confinamento das novilhas em baias
individuais (Schubach et al., 2017). No entanto, os impactos do timpanismo nas
respostas fisiologicas e inflamatorias induzidas pelo estresse merecem
consideracdo, particularmente devido ao papel dessas respostas na
imunocompeténcia de bovinos (Cooke, 2017).

Suplementar Y. schidigera em bovinos também mostrou aumentar o fluxo
de N microbiano para o trato gastrointestinal inferior, diminuindo a populacéao de
protozoarios ruminais e a predacao de bactérias (Wallace et al., 1994; Hristov et
al., 1999). McMurphy et al. (2014a) relataram que o fluxo de N microbiano para
o intestino delgado foi aumentado pela suplementacdo de extrato de Y.
schidigera a 2 g/dia para novilhos alimentados com forragem, sugerindo maior
oferta de proteina metabolizada disponivel para absorcdo duodenal. Portanto,
NUP e a proteina plasmatica total foram avaliados neste experimento, porém
nao foram afetados pela inclusdo do extrato de Y. schidigera nas dietas para
inducao de timpanismo, o que concorda com a falta de diferencas na contagem
de protozoarios ruminais entre os tratamentos.

No entanto, McMurphy et al. (2014a) também né&o relataram diferencas no
Nitrogénio ureico no sangue em seu experimento, apesar das diferencas
observadas no fluxo de N microbiano. Hristov et al. (1999) relataram

semelhantes concentragcbes de NUP em novilhas de corte alimentadas com
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graos e suplementadas ou ndo com po6 de Y. schidigera, apesar das diferencas
na contagem de protozoarios. Talvez as concentracdes de NUP e proteina total
nao capturaram os beneficios potenciais do extrato de Y. schidigera na sintese
microbiana ruminal neste experimento e em pesquisas anteriores (McMurphy et
al., 2014a; Hristov et al., 1999). As concentracdes de NUP aumentaram com o
avanco do experimento e com a alimentacdo entre os tratamentos, conforme
esperado, dado o conteddo de proteina bruta da dieta para inducdo de
timpanismo (Tabelas 1 e 2; Broderick e Clayton, 1997). As concentragcbes
plasméticas de proteina total diminuiram quando as novilhas receberam a dieta
para inducdo de timpanismo, e os efeitos das horas variaram com o avanc¢o do
experimento. Esses resultados podem sugerir impedir a absorcéo de proteinas
e funcdo hepética e renal alterada devido ao timpanismo (Meyer e Bryant, 2017).

O principal objetivo deste experimento foi investigar o papel do extrato de
Y. schidigera no timpanismo espumoso em bovinos de corte alimentados com
graos, uma vez que os beneficios produtivos da suplementacdo deste aditivo
para gado de corte em crescimento foram recentemente investigados por outros
autores (McMurphy et al., 2014b; Sousa et al., 2019). No entanto, o peso vivo da
novilha, o GMD e a eficiéncia alimentar foram avaliados, pois essas respostas
produtivas sdo impactadas pelo timpanismo (Nagaraja et al., 1998). O GMD da
novilha foi linearmente aumentado com a inclusdo do extrato de Y. schidigera na
dieta, e atribuido a uma melhora linear na eficiéncia alimentar, uma vez que o
consumo de racgéao foi fixado em 2% do PV inicial da novilha. Apoiando essas
descobertas, Sousa et al. (2019) relataram que a suplementacdo de 2 g/dia de
extrato de Y. schidigera para bovinos em confinamento melhorou seu GMD e
eficiéncia alimentar, sem impactos no consumo de racdo. Esses resultados
foram creditados as melhores condicbes de fermentacdo ruminal devido a
reducdo da populacéo de protozoarios ruminais (Sousa et al., 2019), levando a
diminuicdo das emissbes de metano, aumento da producdo de propionato
ruminal e maior fluxo de N microbiano para o trato gastrointestinal inferior
(Wallace et al., 1994; Hristov et al., 1999). No entanto, Sousa et al. (2019) ndo
avaliou nenhum desses parametros ruminais, nem a inclusdo do extrato de Y.
schidigera na dose de 4 g/animal/dia. Neste experimento o extrato de Y.
schidigera foi incluido em 1 g, 2 g ou 4 g/novilha diariamente como dosagens

experimentais para prevengdo de timpanismo, 0 que aumentou as
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concentracfes de propionato no rimen, mas nao de forma linear. A contagem
de protozoarios ruminais ndo foi impactada pelo extrato de Y. schidigera, e
quaisquer beneficios potenciais para o fluxo de N microbiano para o intestino
delgado nao foram capturados pelas concentracfes plasmaticas de proteina
total e NUP. Portanto, a pesquisa é garantida para determinar os mecanismos
bioldgicos pelos quais com a suplementacdo de extrato de Y. schidigera até 4
g/dia aumentou linearmente o0 GMD e a eficiéncia alimentar de novilhas de corte
alimentadas com graos.

Em concluséo, a suplementacéo de extrato de Y. schidigeracom1g, 2g
ou 4 g/dia ndo mitigou a incidéncia de timpanismo espumoso em novilhas de
corte que consumiram uma dieta para inducéo de timpanismo a base de graos.
Consequentemente, o extrato de Y. schidigera ndo reduziu as respostas
ruminais associadas a etiologia do timpanismo, incluindo viscosidade do fluido
ruminal, contagem de protozoarios e concentracéo total de AGV (Cheng et al.,
1998; Nagaraja et al., 1998). Por sua vez, a inclusdo do extrato de Y. schidigera
aumentou linearmente o GMD da novilha devido & melhora na eficiéncia
alimentar, corroborando pesquisas anteriores de nosso grupo (Sousa et al.,
2019). Esses dultimos resultados foram independentes da incidéncia de
timpanismo e ndo podem ser totalmente explicados pelas respostas ruminais e
fisiologicas avaliadas neste experimento. Portanto, a pesquisa é garantida para
investigar os beneficios biolégicos e produtivos do extrato de Y. schidigera para
bovinos de corte recebendo dietas com alto teor de concentrado, incluindo a
suplementacdo deste aditivo alimentar de 4g/ animal por dia para bovinos de

corte em confinamento.
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