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RESUMO GERAL
A fase inicial de vida das bezerras leiteiras ¢ determinante para o desenvolvimento do trato
gastrointestinal, microbioma intestinal e comportamento com potenciais impactos no
desempenho futuro, especialmente em sistemas tropicais a base de pasto. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do fornecimento precoce de um aditivo
alimentar multicomponente sobre o microbioma, comportamento e crescimento de
bezerras leiteiras criadas em grupo em sistema a base de pasto. Participaram deste estudo
dezesseis bezerras da raca Kiwi-Cross, acompanhadas desde o nascimento até 12 semanas
de idade, distribuidas em dois grupos. O grupo tratamento (n=8) consistiu em bezerras que
receberam diariamente via oral um aditivo (3g/animal/dia) composto por probidticos,
prebiodticos, minerais organicos, acidos graxos essenciais ¢ aminoacidos, enquanto no
grupo controle (n=8), as bezerras receberam um placebo (3g/animal/dia). As bezerras
foram mantidas em piquetes sob pastejo rotativo. A composi¢do do microbioma fecal foi
avaliada por meio do sequenciamento da regido V4 do gene 16S rRNA, com coletas
realizadas em cinco momentos (24 horas, 15, 30, 60 e 66 dias de vida). As analises
contemplaram métricas de diversidade alfa e beta. Paralelamente, foram registrados dados
de desempenho zootécnico, ocorréncia de enfermidades e parametros comportamentais,
incluindo tempo de pastejo, ruminagdo, o6cio e posi¢ao corporal. Os resultados indicaram
que o fornecimento do aditivo ndo promoveu alteragdes na estrutura global do microbioma
e sim a idade foi o principal fator determinante da estrutura e da diversidade do microbioma
intestinal, evidenciando uma sucessdo microbiana progressiva ao longo do
desenvolvimento das bezerras. A diversidade alfa aumentou com o avan¢o da idade,
enquanto a diversidade beta demonstrou clara separa¢do das comunidades microbianas
entre os diferentes momentos de coleta. A avaliagdo comportamental demonstrou aumento
gradual dos comportamentos de pastejo e ruminagdo com o avango da idade, refletindo o
amadurecimento funcional do ramen. De forma integrada, os resultados consolidam a fase
neonatal como uma janela critica para a satde intestinal e evidenciam a supremacia do
sistema de criagdo coletiva na modulagdo do desenvolvimento dos animais, sobrepondo-se
aos efeitos do aditivo alimentar. Assim, a interven¢ao nutricional assume papel secundario
frente aos processos ecologicos naturais de sucessdo e maturacdo do microbioma,

ressaltando a importancia de abordagens multidisciplinares em sistemas tropicais.

Palavras-chave: microbiota; comportamento; pastejo; ruminagdo; nutri¢do funcional.



O© 0 3 O »n B~ WD =

|\ I NG T N T NG N NG N N R NS R NS I S N e e e e T e e T = W S =
o IR e NV B N VS N S =N I e ) W U, B N S B S =)

N
O

VII

ABSTRACT
The early life stage of dairy calves is critical for the development of the gastrointestinal
tract, intestinal microbiome, and behavior, with potential long-term impacts on animal
performance, particularly in tropical pasture-based systems that remain underexplored.
Therefore, this study aimed to evaluate the effects of early supplementation with a
multicomponent feed additive on the microbiome, behavior, and growth of group-housed
dairy calves raised on pasture. Sixteen Kiwi-Cross calves were monitored from birth to 12
weeks of age and randomly assigned to two groups. The treatment group (n = 8) received
a daily oral dose of a multicomponent additive (3 g/calf/day) containing probiotics,
prebiotics, organic minerals, essential fatty acids, and amino acids, whereas the control
group (n = 8) received a placebo at the same dosage. Calves were maintained under
rotational grazing in paddocks. Fecal microbiome composition was assessed by sequencing
the V4 region of the 16S rRNA gene, with samples collected at five time points (24 h, and
15, 30, 60, and 66 days of age). Microbial analyses included alpha and beta diversity
metrics. Additionally, zootechnical performance, health status, and behavioral parameters
were recorded, including grazing, rumination, idleness, and body posture. The results
showed that the feed additive did not significantly affect the overall microbiome structure.
Instead, age was the primary driver of microbiome composition and diversity, indicating a
progressive microbial succession throughout calf development. Alpha diversity increased
with age, while beta diversity revealed a clear temporal separation of microbial
communities. Behavioral observations indicated a gradual increase in grazing and
rumination activities over time, reflecting rumen functional maturation. Collectively, these
findings identify the neonatal phase as a critical window for intestinal development and
highlight the predominant role of group-rearing systems in shaping calf development,
surpassing the effects of dietary supplementation. Thus, nutritional interventions appear to
play a secondary role relative to natural ecological processes governing microbiome
succession and maturation, reinforcing the need for multidisciplinary approaches in

tropical production systems.

Keywords: microbiota; behavior; grazing; rumination; functional nutrition.
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Consideracoes iniciais

Apesar dos avangos no entendimento da fisiologia, nutri¢do e microbiota de bezerras
leiteiras, persistem lacunas importantes na literatura cientifica, especialmente no que se refere
a integragdo entre estratégias nutricionais precoces, comportamento alimentar, microbiota e
desempenho em sistemas tropicais. A maior parte dos estudos disponiveis foi conduzida em
paises de clima temperado, em sistemas intensivos de confinamento, com dietas liquidas e
solidas altamente controladas (Khan et al., 2016; Malmuthuge; Guan, 2017; Bach, 2012).
Embora esses dados tenham contribuido para o entendimento dos mecanismos fisioldgicos,
sua extrapolagdo direta para sistemas a base de pasto requer cautela, dada a diversidade de
condi¢des climaticas, tipos de forragem, praticas de manejo e desafios sanitdrios existentes.

Nos sistemas tropicais, as bezerras t€ém acesso precoce a pastagem e estdo sujeitas a
variagoes térmicas, desafios sanitarios ambientais mais intensos e oferta de alimentos solidos
menos padronizada em comparagao aos sistemas confinados. Estes fatores afetam diretamente
a dindmica de coloniza¢do microbiana, inicio do pastejo e ruminacdo, além do desempenho
durante a fase de aleitamento (Xiao et al.,, 2023). Embora existam estudos sobre
comportamento ingestivo € ganho de peso de bezerros em condigdes tropicais (Zanine et al.,
2006; Donadio et al., 2025; Alves et al., 2024), estudos que integrem de forma simultanea
parametros microbioldgicos, comportamentais e zootécnicos em bezerras criadas em grupo e
a base de pasto ainda sdo escassos. Esta auséncia limita a compreensao dos mecanismos de
modulagdo microbiana em sistemas a base de pasto.

Estratégias nutricionais que favorecem o desenvolvimento precoce do ramen e a
modulacdo positiva da microbiota intestinal t€ém se mostrado promissoras. Nesse contexto, o
uso de aditivos multifuncionais como compostos que combinam probidticos, prebioticos,
minerais organicos € outros ingredientes bioativos, tem surgido como alternativa promissora
a substituicdo de antibioticos promotores de crescimento (Chaucheyras-durand; Durand,
2010). A substituicdo de antibidticos promotores de crescimento por aditivos naturais ¢ uma
tendéncia consolidada, exigindo alternativas eficazes e adaptadas as condi¢des nacionais
(MAPA, 2022; Patra Yu, 2012).

A microbiota intestinal das bezerras passa por um processo dindmico de sucessdao
ecologica desde o nascimento até a desmama, sendo influenciada por fatores como dieta,
ambiente e uso de aditivos (Dos Santos et al., 2016; Malmuthuge et al., 2015). Porém,
intervengodes precoces podem alterar a trajetoria de colonizagdo microbiana. Assim, uma

lacuna relevante do conhecimento se concentra no momento ideal de iniciar o fornecimento
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do aditivo aos animais, assim como os efeitos duradouros da suplementagdo com aditivos
funcionais na fase inicial de vida.

A literatura indica que intervengdes nutricionais precoces, aplicadas nos primeiros dias
de vida tém potencial de modular a microbiota intestinal de forma mais profunda e persistente
(Malmuthuge; Guan, 2017). Contudo, poucos estudos avaliaram esses efeitos em bezerras
mantidas em ambientes tropicais, com alimentac¢ao baseada em leite, concentrado e pastagem
(natural ou cultivada), o que representa a realidade da maioria das propriedades leiteiras
brasileiras. Além disso, a maioria das pesquisas foca em indicadores imediatos, como
ocorréncia de diarreia, consumo de concentrado e ganho de peso pré-desmame, havendo uma
caréncia de dados sobre pardmetros intermedidrios, como microbiota, comportamento
alimentar, inicio da ruminacao e desempenho até o desaleitamento.

A problematica central que motivou este estudo parte do pressuposto de que o inicio da
vida representa uma janela critica de oportunidades para intervengdes nutricionais com
impacto duradouro. Embora aditivos sejam amplamente utilizados para animais em fase adulta,
pouco se sabe sobre seus efeitos quando administrados desde as primeiras horas para animais
em sistemas a pasto. Assim, nossa hipotese ¢ que a modulagdo microbiana precoce, associada
a oportunidade dos animais expressarem comportamentos naturais em um sistema de criacao

mais proximo do natural contribui na modulagdo da microbiota intestinal de bezerros leiteiros.

1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 Importancia da fase inicial e impacto das interveng¢des precoces na pecudaria leiteira

O Brasil ocupa atualmente a quarta posi¢do no ranking mundial de produgdo de leite,
com cerca de 35 bilhdes de litros anuais, ficando atrés apenas da India, Estados Unidos e China
(FAO, 2022). Em regides com maior adocao tecnologica, como Sudeste e Sul, as médias didrias
de produ¢do ultrapassam 20 litros por vaca, enquanto em parte do Norte e Nordeste
permanecem abaixo de 10 litros (Silva, 2023). Entre os fatores que explicam essa disparidade,
destacam-se deficiéncias no manejo reprodutivo e, principalmente, falhas na criacao de bezerras
e novilhas; fases criticas que determinam o desempenho produtivo e reprodutivo futuro do
rebanho.

O periodo inicial de vida, que se estende do nascimento ao desmame, ¢ considerado uma
janela critica de desenvolvimento, na qual intervengdes nutricionais, sanitarias € ambientais
exercem efeitos duradouros sobre a fisiologia, microbiota e a produtividade dos animais
(Malmuthuge; Guan, 2017; Meale et al., 2016). Esse conceito, conhecido como programacao

metabolica, propde que estimulos precoces (positivos ou negativos) podem modificar
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permanentemente a trajetdria de crescimento, eficiéncia alimentar, resposta imune e até a
producdo na vida adulta (Ockenden et al., 2023; Khan et al., 2011).

A nutricdo e o manejo inicial de bezerras exercem influéncia direta ndo apenas sobre o
desempenho imediato, mas também sobre parametros produtivos a longo prazo, como idade
ao primeiro parto, taxa de concepgao e producao de leite nas primeiras lactacdes (Sobrinho et
al., 2011; Heinrichs; Heinrichs, 2011). Evidéncias indicam que intervengdes precoces
favorecem o aumento do ganho de peso pré-desmame, sendo que animais com maior GMD
(~100 g/dia) podem produzir até 850 kg adicionais de leite na primeira lactagdo (Bach, 2012).
Esse desempenho esta associado ao melhor desenvolvimento mamadrio, maior capacidade
metabodlica e preparo fisioldgico para a vida adulta. Além disso, maiores pesos ao desmame e
melhor escore corporal estao relacionados a maior taxa de concepgao a primeira inseminacao,
maior longevidade produtiva e menor descarte precoce (Heinrichs;Heinrichs, 2011;Godden et
al., 2019). Esses efeitos resultam da interagdo entre nutricdo adequada, ambiente sanitario
favoravel, colostragem eficiente e estratégias que promovem o equilibrio da microbiota
intestinal.

A modulagdo da microbiota intestinal ¢ um dos principais mecanismos por meio dos
quais essa programagdo precoce se manifesta. A colonizagdo microbiana nas primeiras
semanas de vida influencia diretamente a maturacdo do sistema imune, a digestibilidade e a
fermentagdo ruminal, com impactos sobre o crescimento e a saude a longo prazo
(Malmuthuge; Guan, 2017; Yanez-Ruiz et al., 2015). Intervenc¢des nutricionais e sanitdrias
que favorecem o estabelecimento de comunidades microbianas estaveis e benéficas resultam
em maior eficiéncia alimentar e menor incidéncia de doengas entéricas, enquanto falhas no
manejo colostral, na higiene ambiental ou na formulac¢do dietética podem gerar disbiose
persistente e comprometer o desempenho futuro (Dias et al., 2018). Outro aspecto decisivo é
a velocidade de desenvolvimento ruminal e comportamental, especialmente no que se refere
ao inicio da ruminagdo e do pastejo. Bezerras que desenvolvem precocemente a fungao
ruminal tendem a apresentar transicao alimentar mais eficiente, maior ingestao de matéria seca
e melhor adaptacdo ao desmame (Teixeira et al., 2024). Isso reduz o estresse metabolico da
fase de transicdo e otimiza o uso de energia para o crescimento. Por outro lado, atrasos nesse
desenvolvimento prolongam a dependéncia do leite e elevam os custos de criagao.

Apesar dos avangos, ainda persistem lacunas quanto a compreensao dos mecanismos de
longo prazo que conectam microbiota, comportamento e desempenho produtivo. A maioria
dos estudos se concentra nos efeitos imediatos, como ganho de peso e incidéncia de diarreia

havendo necessidade de mais pesquisas que integrem parametros microbioldgicos, fisiologicos,
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comportamentais e produtivos sob condicdes tropicais e de pastejo (Malmuthuge; Guan, 2017).

De forma integrada, o comportamento animal pode ser entendido como expressiao
funcional das adaptagdes fisioldgicas e microbianas que ocorrem no trato digestivo. Assim, a
ruminagdo, o tempo de pastejo e as interacdes sociais refletem o bem-estar e a eficiéncia da
modulacdo intestinal promovida por estratégias nutricionais, como o uso de aditivos funcionais.
Essa relacdao bidirecional entre microbiota, fisiologia e comportamento representa um eixo
fundamental para a compreensao da resiliéncia e produtividade de bezerras leiteiras em sistemas
sustentaveis. Nesse contexto, a modulagdo intestinal precoce por exemplo, com o uso de
compostos bioativos, desponta como alternativa promissora para reduzir o uso de antibioticos,

aprimorar a eficiéncia alimentar e fortalecer o bem-estar animal em sistemas tropicais.

1.2 Desenvolvimento do trato gastrointestinal de bezerras

O desenvolvimento do trato gastrointestinal (TGI) das bezerras ¢ um processo dindmico
e essencial para a futura eficiéncia alimentar e produtiva. Ao nascimento, o sistema digestivo
apresenta morfologia semelhante a de monogastricos, sendo o abomaso o principal
compartimento funcional responsavel pela digestdo do leite (Khan et al., 2007). J& o rimen,
reticulo e omaso encontram-se imaturos, dependendo de estimulos nutricionais para sua plena
funcionalidade (Baldwin et al., 2004). Nas primeiras horas de vida, o reflexo do sulco
esofagico conduz o leite diretamente ao abomaso, permitindo uma digestdo enzimatica
eficiente. Nesse momento, a colostragem precoce ¢ fundamental ndo apenas para a
transferéncia de imunoglobulinas, mas também para o estimulo metabdlico do epitélio
intestinal e preparo para coloniza¢do microbiana (Godden et al., 2019; Dos Santos et al., 2017).
O desenvolvimento morfofuncional do rimen depende principalmente da ingestdo de
alimentos solidos, em especial concentrados ricos em carboidratos fermentaveis, cuja
fermentagdo gera acidos graxos de cadeia curta (AGCC) responsaveis pelo crescimento e
vascularizagdo das papilas ruminais (Sander et al., 1959; Silper et al., 2004).

A transicdo de pré-ruminante para ruminante funcional ocorre entre 8 e 12 semanas e
envolve alteragdes anatdmicas, fisioldgicas e comportamentais (Khan et al., 2011). Fatores
como dieta, frequéncia alimentar e manejo ambiental influenciam diretamente esse processo
(Drackley, 2008). A introducdo precoce de concentrado e acesso ao volumoso sdo praticas
recomendadas para acelerar a maturagdo ruminal e antecipar o desmame sem comprometer o
desempenho (NASEM, 2021). Bezerras com atraso na maturagdo ruminal tendem a apresentar
menor ingestdo de concentrado e desempenho inferior pés-desmame, enquanto programas

alimentares intensivos promovem crescimento acelerado e menor idade ao primeiro parto
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(Bartlett al., 2006).

1.3 Colonizaciao microbiana e papel da microbiota intestinal

O trato gastrointestinal das bezerras inicialmente ¢ estéril logo ap6s o nascimento, e ¢
rapidamente colonizado por microrganismos provenientes do ambiente, da mae e dos alimentos,
iniciando um processo de sucessdo ecoldgica que resultarda em comunidades estaveis e
funcionais (Senn et al., 2020; Malmuthuge et al., 2015). Essa colonizacao ¢ determinante para
o desenvolvimento intestinal e imunoldgico e influencia o desempenho futuro (Zhang et al.,
2024). Nos primeiros dias, predominam microrganismos facultativos como
Enterobacteriaceae e Lactobacillus; com o avango da idade ¢ a introdu¢do de alimentos sélidos,
ocorre a substituicdo gradual por anaerdbios dos filos Firmicutes e Bacteroidetes,
especialmente Ruminococcaceae € Lachnospiraceae, responsaveis pela fermentagao de fibras
e producao de AGCC (Rey et al., 2014; Yafez-ruiz et al., 2015).

A microbiota exerce fungdes essenciais, como a degradacdo de polissacarideos
complexos, estimulacdo do desenvolvimento epitelial, competi¢do com patogenos e modulagao
do sistema imune (Hooper; Macpherson, 2010; Malmuthuge; Guan, 2017). Fatores como
tipo de parto, higiene, qualidade do colostro, tipo de dieta e uso de antimicrobianos
influenciam profundamente essa trajetoria (Du et al., 2023). Intervengdes que favorecem uma
colonizagdo saudéavel, como probioticos, prebidticos e simbiodticos, podem melhorar a
digestibilidade e reduzir disturbios intestinais (Chaucheyras-durand; Durand, 2010; Blanch,
2020).

A microbiota inicial ¢ altamente plastica e representa uma janela critica para
intervencdes nutricionais com efeitos de longo prazo sobre imunidade e metabolismo
(Malmuthuge; Guan, 2017). Em sistemas tropicais e a pasto, como os predominantes no Brasil,
a diversidade de compostos bioativos das forragens exerce influéncia direta sobre a
composi¢do microbiana e fermentacao intestinal (Dill-mcfarland, 2019). O avango das
tecnologias de sequenciamento (NGS) tem permitido caracterizar com precisdo essas
comunidades e suas fungdes metabolicas, utilizando bancos de dados como SILVA, Greengenes
e RDP (Pan, 2021; Liu et al., 2021). Tais ferramentas oferecem subsidios valiosos para

estratégias nutricionais voltadas a modulagdo precoce da microbiota em condigdes tropicais.

1.4 Relacio entre microbiota ruminal, intestinal e fecal e o delay de resposta microbiana
O trato gastrointestinal de ruminantes constitui um sistema integrado no qual rumen,

intestinos e colon interagem funcional e metabolicamente (Malmuthuge; Guan, 2017). Cada
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compartimento abriga comunidades microbianas especificas, mas ha sobreposi¢do funcional
que garante o equilibrio digestivo e imunolégico (Yanez-ruiz et al., 2015). Da mesma forma,
metabolitos e microrganismos provenientes do intestino grosso podem influenciar a
fermentagao ruminal e a homeostase geral do sistema digestivo (Yan et al 2022), evidenciando
uma integracdo bidirecional entre os compartimentos. Em bezerras jovens, a colonizacao
desses segmentos ocorre de forma coordenada com o amadurecimento anatdmico e fisioldgico
do trato digestivo.

Devido as limitagdes éticas e logisticas para amostragem direta do rimen e intestinos, a
microbiota fecal tem sido amplamente utilizada como marcador ndo invasivo da composi¢ao
microbiana global (Meale et al., 2016). Embora apresente diferengas pontuais, as fezes
refletem de maneira confiavel a resposta do microbioma a variagdes nutricionais ou ambientais
(Zhao et al., 2022). Um aspecto metodologico relevante ¢ o delay de resposta microbiana, ou
seja, o intervalo entre uma mudanca fisioldgica como o desmame ou alteragdo dietética e a
detecgdo de diferencas significativas na microbiota fecal. Esse atraso, geralmente entre 48 e 72
horas, decorre do tempo de transito intestinal e da estabilizagao da nova comunidade (Meale
etal., 2016).

Considerar o delay ¢ essencial para o correto delineamento experimental e para
interpretar com precisdo os efeitos das intervengdes nutricionais. No presente contexto, a coleta
de fezes com defasagem de dois a trés dias em relacdo aos eventos criticos permite capturar
respostas reais do microbioma aos desafios fisiologicos. Assim, o monitoramento fecal se
apresenta como uma ferramenta ética e eficiente para avaliar a saude digestiva e a eficiéncia

bioldgica de bezerras leiteiras criadas em sistemas tropicais.

1.5 Estratégias nutricionais e uso de aditivos em bezerras

A nutrigdo de bezerras leiteiras evoluiu substancialmente nas ultimas décadas,
impulsionada pelo reconhecimento do impacto da fase inicial sobre o desempenho futuro e pela
necessidade de reduzir o uso de antibidticos promotores de crescimento (Smits et al., 2021).
Modelos tradicionais de aleitamento restrito e incentivo precoce ao consumo de concentrado,
embora econdmicos, frequentemente resultavam em déficit nutricional, baixo crescimento e
maior incidéncia de doencgas (Khan et al., 2007; Drackley, 2008). Abordagens modernas, por
sua vez, priorizam dietas liquidas mais intensivas, alimentos solidos de alta qualidade e o uso
de aditivos funcionais capazes de melhorar a saude intestinal, acelerar o desenvolvimento
ruminal e otimizar o ganho de peso (NASEM, 2021).

Historicamente, os antibioticos promotores de crescimento (APC), como ion6foros e
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antibidticos profilaticos, contribuiram para o controle de doengas entéricas e melhor conversao
alimentar (Signorini et al., 2011). Contudo, preocupacdes com resisténcia antimicrobiana e
exigéncias de sustentabilidade levaram a restricdo de seu uso (MAPA, 2022). Assim, a
pesquisa voltou-se para alternativas naturais, como probidticos, prebidticos e simbidticos,
capazes de reproduzir os beneficios dos APC sem seus efeitos negativos (Chaucheyras-durand;
Durand, 2010; Xavies, J. V. V., 2020).

Os probidticos, microrganismos vivos que promovem o equilibrio microbiano, tém
mostrado reduzir diarreias, melhorar a digestibilidade e aumentar o consumo de concentrado
(Isik et al., 2004; Wu et al., 2021). Ja os prebidticos, substratos ndo digeriveis como os
mananoligossacarideos (MOS) e os frutooligossacarideos (FOS), favorecem o crescimento
de bactérias benéficas e reforcam a integridade intestinal (Gibson; Roberfroid, 1995;
Cangiano et al., 2020). Quando combinados, formam os simbidticos, que potencializam a
coloniza¢do microbiana e estabilizam o ambiente intestinal (Li et al., 2020).

Outros aditivos funcionais, como Oleos essenciais, acidos organicos € minerais
quelatados, possuem propriedades antimicrobianas seletivas, modulam a fermentacao ruminal
e fortalecem a imunidade (Patra, 2011; Spears, 2008). Formula¢des multicomponentes, que
combinam diferentes classes de ingredientes, t€ém ganhado destaque por oferecerem efeitos
sinérgicos sobre microbiota € metabolismo (Dos Santos et al., 2024). Entre elas, o aditivo
multicomponente utilizado neste estudo, representa uma estratégia multifuncional composta
por Saccharomyces cerevisiae, prebidticos, minerais organicos, acidos graxos essenciais e
aminodacidos. Essa combinag¢do atua simultaneamente na estabilizacdo microbiana, integridade
intestinal e metabolismo energético (Patra, 2011; Cangiano et al., 2020).

A administracao precoce, nas primeiras semanas de vida, periodo de maior plasticidade
microbiana, pode favorecer o estabelecimento de uma microbiota mais estavel e resiliente
(Malmuthuge; Guan, 2017; Varada et al., 2022). Assim, as estratégias nutricionais modernas
vao além da simples oferta de nutrientes, buscando modular intencionalmente o ambiente
intestinal e ruminal. Quando bem aplicadas, essas praticas substituem os antibioticos
promotores de crescimento, melhoram indicadores zootécnicos e contribuem para sistemas

produtivos mais sustentaveis e éticos.

1.6 Bem-estar e comportamento animal na fase inicial
O comportamento animal constitui uma ferramenta fundamental para avaliar o bem-
estar, a adaptacdo e a eficiéncia produtiva de bezerras leiteiras. Durante as primeiras semanas

de vida, ocorrem intensas mudangas fisiologicas associadas ao desenvolvimento do trato
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gastrointestinal e a transicdo alimentar, refletidas diretamente nos padrdes de pastejo e
ruminacao (Martin; Bateson, 1986; Whiting, 2008).

O inicio do pastejo e da ruminagdo marca a transi¢cao funcional do sistema digestivo do
estado pré-ruminante para ruminante. Geralmente, o pastejo comeca entre a 3* ¢ 6* semana de
vida, ¢ a ruminagdo entre a 3* ¢ 5%, coincidindo com o aumento do consumo de alimentos
solidos e o estabelecimento da microbiota ruminal (Khan et al., 2011; Malmuthuge; Guan,
2017). Esses comportamentos estao associados a producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), como o butirato, que estimulam o crescimento das papilas ruminais e a fermentagao
eficiente (Sander et al., 1959; Diao et al., 2019). Em sistemas tropicais, varidveis ambientais
como conforto térmico, sombreamento, tamanho e faixa etaria de grupo, também influenciam
o tempo de pastejo, ruminacao e repouso (Santos et al., 2022). Além dos aspectos alimentares,
o comportamento social ¢ um indicador relevante de bem-estar.

Interacdes positivas, como lambidas reciprocas e brincadeiras, refletem bom estado
emocional, enquanto sinais como suc¢do cruzada e isolamento indicam desconforto ou
desequilibrio metabodlico (De Passillé; Rushen, 2016). Estratégias de manejo, como desmame
gradual, enriquecimento ambiental e reducao do estresse térmico, sdo essenciais para promover
adaptacao e reduzir disturbios fisioldgicos (Dado-senn et al., 2020).

O comportamento deve ser analisado em conjunto com parametros fisiologicos e
microbiologicos, pois reflete diretamente a adaptagdo digestiva e a eficiéncia da modulagao
intestinal. Padrdes estaveis de ruminagao e pastejo indicam desenvolvimento ruminal adequado
e microbiota funcional equilibrada, enquanto alteragdes nesses comportamentos podem
sinalizar fermentacdo instavel ou desconforto gastrointestinal (Malmuthuge; Guan, 2017).
Assim, o estudo do comportamento na fase inicial permite compreender de forma integrada o
impacto das intervengdes nutricionais € ambientais sobre a satide, o bem-estar e o desempenho

de bezerras leiteiras.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do fornecimento de um aditivo alimentar multicomponente no
comportamento, crescimento € microbiota fecal de bezerros leiteiros criados em grupo a base
de pasto.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia do fornecimento de um aditivo multicomponente no
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comportamento de bezerras leiteiras criadas em grupo em sistema a base de pasto.

e Avaliar o desenvolvimento ¢ modulagdo da microbiota fecal de bezerras criadas em
grupo em sistema a base de pasto.

e C(Caracterizar o efeito da suplementagcdo de um aditivo multicomponente no perfil de
alfa e beta-diversidade da microbiota fecal durante o periodo de aleitamento e desmame de

bezerras leiteiras criadas em grupo em sistema a base de pasto.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento inicial de bezerras leiteiras ¢ um periodo critico que influencia
diretamente o desempenho produtivo e reprodutivo na vida adulta. Nesse contexto, a formacao
da microbiota fecal tem ganhado destaque como um dos fatores envolvidos na satide intestinal,
metabolismo e na resposta imunoldgica desses animais. A colonizagdo microbiana do trato
gastrointestinal ocorre logo ap6s o nascimento e ¢ influenciada por diversos fatores, como o
ambiente, dieta, manejo e o contato materno, sendo essencial para o estabelecimento de uma
microbiota equilibrada e funcional (Malmuthuge et al., 2015; Jami et al., 2013).

Em sistemas de criacdo a base de pasto, as bezerras sdo expostas precocemente a uma
diversidade de microrganismos ambientais e dietas mais complexas, o que pode impactar
significativamente a composi¢ao e a dindmica da microbiota fecal. Esse tipo de sistema também
favorece comportamentos naturais, como pastejo, exploragdo do ambiente e interacdo social
(Donadio et al., 2025; Alves et al., 2023), que estdo associados ao bem-estar animal e podem
influenciar indiretamente o desenvolvimento fisiologico e imunolégico (Costa et al., 2016; Von
Keyserlingk et al., 2009). Além disso, o desenvolvimento comportamental das bezerras esta
ligado as condi¢des de manejo e ao sistema de criagdo adotado. Animais criados a pasto tendem
a apresentar maior atividade, exploracdo e adaptagcdo ao ambiente, fatores que podem contribuir
para um crescimento eficiente e saudavel. Esses aspectos comportamentais, aliados a modulagao
da microbiota intestinal, desempenham um papel importante na eficiéncia alimentar e na
resisténcia a doengas (Khan et al., 2016; Meale et al., 2017).

Compreender as interagdes entre microbiota fecal, desenvolvimento e comportamento de
bezerras leiteiras criadas em sistemas a base de pasto ¢ fundamental para o aprimoramento das
praticas de manejo em regioes de clima tropical. Esses fatores podem ter implicagdes diretas no
desempenho futuro dos animais, incluindo ganho de peso, idade ao primeiro parto, produgdo de
leite e longevidade produtiva (Soberon et al., 2012), reforcando a importancia de estratégias que

promovam o equilibrio microbioldgico e o bem-estar desde as fases iniciais da vida.

2. MATERIAL E METODOS
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Embrapa Pecuaria
Sudeste sob o protocolo nimero 09/2024. Todos os procedimentos de manejo seguiram as

diretrizes de bem-estar animal e foram conduzidos pela Lei Estadual de Sdo Paulo n® 11.977.

2.1 Localizacio e padrao climatico

O experimento foi conduzido entre novembro de 2024 a fevereiro de 2025 (abrangendo as
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estagdes de primavera e verao do hemisfério sul) na Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos,
Sao Paulo, Brasil (21°97" S e 47°85" W, 853 m acima do nivel do mar). O clima da regido ¢
caracterizado como tropical (Cwa), segundo a classificacao de K&ppen (Alvares et al., 2013).
Durante o periodo experimental, a temperatura média do ar foi de 22,7°C (variagao: 14°C —

32,2°C) e a umidade relativa média foi de 55% (variagdo: 24,5% — 100%).

2.2 Area experimental

O bezerreiro conta com 12 piquetes de aproximadamente 64m? manejados sob sistema
de pastejo rotativo (Alves et al., 2024). Os bezerros sdo criados predominantemente a base de
pasto em piquetes (maximo de 5/bezerro/piquete) compostos por Cynodon nlemfuensis e livre
acesso a agua e concentrado. Todos os piquetes sdo cercados com quatro linhas de fio liso
onde os dois centrais possuem corrente elétrica, quatro suportes para o balde individual de
fornecimento de leite, dois cochos para ragdo e um bebedouro do tipo balde, além de serem

cobertos por duas faixas de sombreamento artificial.

2.3 Animais e tratamentos

Ao total, 16 bezerras leiteiras (média £ SD; 29,31 + 3,81 kg) participaram deste estudo.
As bezerras foram provenientes de um lote pré-selecionado de vacas da raga Kiwi-Cross que
foi submetido a inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) utilizando s€émen sexado, todos
do mesmo touro, para concentrar a pari¢do e evitar a heterogeneidade dos animais para o
estudo. As bezerras foram divididas em 4 grupos com 4 animais cada, sendo 2 bezerras do
tratamento e 2 do controle. Essa alocagao foi realizada para garantir homogeneidade ambiental
para os diferentes grupos, sendo o primeiro animal nascido destinado ao respectivo grupo por
meio de sorteio. O grupo tratamento (n=8) consistiu em bezerras que receberam aditivo
(3g/animal/dia) do nascimento até o desmame (12 semanas de idade).

O aditivo alimentar organico € um composto constituido por Saccharomyces cerevisiae,
acidos graxos essenciais (0mega 3 e Omega 6), minerais organicos (cromo € zinco),
aminoacidos, probioticos, prebioticos (MOS) e proteina bruta, (os niveis de garantia sdo
apresentados no material suplementar) que funcionam modulando a sintese de proteina
microbiana no ramen, criando um ambiente favoravel para a digestao, funcionando também
como um substituto de ion6foros e antibioticos promotores de descimento, o que melhora o
desempenho dos animais. Todos os animais do grupo tratamento receberam o aditivo no
formato de pasta (3g do aditivo, 4g de melaco de cana e 6g de pasta; excipiente Chemygel®,

Chemyunion Ltda., Sorocaba, SP, Brasil), por via oral 2 horas ap6s o fornecimento da dieta
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liquida matutina. O grupo controle (n=8) consistiu em bezerras que receberam um placebo
(3g/animal/dia) do nascimento até o desmame (12 semanas de idade). Assim como no grupo
tratamento, todos os animais do grupo controle receberam o placebo no formato de pasta (4g
de melago de cana e 6g de pasta, excipiente Chemygel®, Chemyunion Ltda., Sorocaba, SP,

Brasil), por via oral 2 horas apos o fornecimento da dieta liquida matutina.

2.4 Manejo e dieta

As bezerros recém-nascidas foram separadas de suas maes e direcionadas ao bezerreiro,
onde foram submetidas aos manejos de pesagem em balanga mecanica e também as medic¢des
corporais. O coto umbilical foi tratado com solu¢do de iodo a 9% duas vezes ao dia durante
trés dias consecutivos, € mantido sob tratamento por mais tempo quando necessario. Para a
colostragem, na primeira refei¢do (preferencialmente em até 2 horas apos o nascimento), os
animais receberam 10% do peso vivo em colostro com BRIX >25% mensurado por
refratometro digital (modelo MAS871; Milwaukee Electronics™, Wisconsin, EUA), e
fornecido em balde individual (Milkbar) ou, quando necessario, administrado por sonda. Na
segunda refeicdo as bezerras receberam 5% do seu peso vivo em colostro, dentro das primeiras
6 horas de vida. (Godden; Lombard; Woolums, 2019; Lombard et al., 2020). Apds 48 horas
do fornecimento do colostro, realizou-se a avaliacdo da transferéncia de imunidade passiva
(valor de referéncia: >8,4% de BRIX indicaram éxito no processo de colostragem; Bittar;
Portal; Pereira, 2018) em refratometro digital por meio da coleta de sangue da veia jugular em
tubo vacuolizado sem anticoagulante, a fim de avaliar a concentracdo de proteina sérica e
verificar se a absor¢ao de imunoglobulinas foi efetiva.

Durante todo o periodo experimental, as bezerras receberam (2 kg/animal/dia) de
concentrado (78% de aveia em grao, 17% de farelo de soja 45% de proteina bruta (PB) e 5%
de nicleo mineral para bezerro) fornecido uma vez ao dia apds a refeicdo da manha, sendo as
por¢des ndo consumidas substituidas por racao fresca (os niveis de garantia sdo apresentados
no material suplementar). A partir do segundo dia de vida, as bezerras receberam 20% do peso
vivo ao nascimento (NASEM, 2021) de leite integral (~39°C) divididos em duas vezes ao dia
(~8h e 16h) por meio de balde individual com bico (Milkbar). Na 8° semana de vida (~60d)
iniciou o processo de desmame gradual (figura 1), o desmame teve duragdo total de 6 dias,

onde o fornecimento de leite foi reduzido gradualmente em 50% a cada 2d.
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Figura 1. Representagdo esquematica do desmame gradual em 6 dias.
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2.5 Medigoes
Durante o periodo experimental, comportamento diurno, pardmetros de crescimento e

coletas de fezes foram realizados em periodos pré-determinados.

2.6 Comportamento
Os bezerros foram observados semanalmente do nascimento até a 10° semana de vida

(uma semana ap6s o desmame), com registro comportamentais realizados diretamente entre
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as 8h e 17h. A postura dos bezerros (em pé ou deitados), assim como os comportamentos
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ativos, ruminacao, ocio e pastejo (Tabela 1), foram registrados usando instantdneos com
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intervalo de 5 minutos (Martin e Bateson, 1986). Os comportamentos de ingestao de leite,
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agua, interagdes entre os animais e interacdes dos animais com estruturas foram registrados
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continuamente, ou seja, sempre que ocorreram. Os comportamentos foram registrados por um
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observador previamente treinado, observando no méximo dois grupos simultaneamente para
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garantir a precisdo e a consisténcia na coleta de dados.
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Tabela 1. Defini¢do dos comportamentos avaliado
Comportamento Definiciao

Atividade Locomocgado, comportamento de brincadeira ou movimentagao
vigorosa.

Ocioso Animal acordado, porém, inativo, em pé ou deitado.

Pastando Ato de morder ou mastigar vegetacao de pasto.

Ruminando (em pé) Animal em pé, realizando movimentos mandibulares
caracteristicos da ruminagdo (mastigacao de racdo regurgitada).

Ruminando (deitado) = Animal em posicao reclinada, realizando movimentos
mandibulares caracteristicos da ruminagao.

Ruminacgao total Tempo total gasto em ruminagao, considerando as posi¢des em pé
e deitado.

Deitado Animal em posi¢ao reclinada, sem ruminagao.
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Descansando Animal deitado, quieto, com os olhos abertos, sem ruminar ou
dormir.

Dormindo Animal deitado, com os olhos fechados.

Ingestao de leite Animal bebendo ativamente do balde de leite.

Ingestdo de agua Animal bebendo 4dgua no bebedouro.

Comendo Consumo de concentrado, feno ou ragdo pronta a partir do
comedouro.

Intera¢ao com Comportamentos sociais, incluindo arranhar, lamber, mamada

animais cruzada e cabecadas de brincadeira.

Interagdo com as Manipulagao de baldes, cercas ou outros equipamentos por contato

estruturas oral ou fisico.

2.7 Crescimento

Os bezerros foram pesados e tiveram seus corpos medidos uma vez por semana, desde o
nascimento até a 11° semana de vida. Uma balanca mecanica foi usada para pesar os bezerros,
enquanto as medidas corporais como perimetro tordcico (circunferéncia atras da cernelha e
dos ombros); altura da cernelha (da cernelha ao solo); altura da garupa (ponto mais alto da
garupa ao solo) e largura da garupa (distincia entre as tuberosidades iliacas) foram realizadas
com o auxilio da fita métrica e hipdmetro (Rashad et al., 2022). Além disso, o ganho médio
diario (GMD; Equagdo 1) dos animais foi obtido dividindo a diferenga de peso entre duas

pesagens consecutivas pelo intervalo de dias entre as pesagens.

{Peso, — Peso,}
GMD = {Ydias}

2.8 Sanidade

Durante o estudo, o estado de satide dos bezerros foi verificado diariamente por
funcionarios treinados, utilizando uma lista de verificacdo padrdo da fazenda que abrange as
doengas mais comuns que ocorrem no sistema (ex., diarreia, pneumonia e desidratagdo). Os
sinais clinicos registrados durante cada verificacdo de satide foram anotados em formularios
médicos individuais e quando detectada alguma intercorréncia, um veterindrio era consultado
para o tratamento adequado. Todos as bezerras necessitaram de intervencdo veterinaria para
diarreia, desidratacdo ou ambas, incluindo suplementacdo de eletrolitos e/ou antibioticos.

Esses casos ocorreram principalmente nas trés primeiras semanas de vida.

2.9 Coleta de fezes
Para acompanhar o desenvolvimento da microbiota fecal e potencial resposta ao estresse

do desmame, as coletas de fezes foram realizadas em 5 diferentes periodos (Tabela 2). J& ¢
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conhecido que existe um delay (~2 dias; Meale, et al., 2016) na alteragdo da microbiota fecal
apods a resposta a um evento estressante. Assim, as coletas das fezes (exceto para o D0) foram
realizadas 2 dias ap6s o momento definido para as coletas (ex., a coleta do D15 foi realizada
no D17). As amostras (~50g/animal) foram coletadas diretamente da ampola retal. Apos a
regido perianal ter sido higienizada com papel toalha, o anus foi massageado com luva estéril
até a liberacdo do bolo fecal. Em seguida, foram coletados e armazenados aproximadamente
50 gramas de fezes em saco plastico, o qual foi congelado para posterior processamento e
analises. Os sacos foram devidamente etiquetados e rotulados com o nimero do animal, a data
e o momento experimental da coleta, a fim de garantir a rastreabilidade das amostras.
Imediatamente apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixa térmica
contendo gelo, a fim de reduzir rapidamente a atividade metabolica microbiana. O tempo entre
a coleta e o armazenamento definitivo foi inferior a 10 minutos, sendo as amostras
prontamente transferidas para freezer a -80 °C. Esse procedimento foi adotado para minimizar
alteragdes na composicao da microbiota fecal, evitando o crescimento ou a proliferagdao de

microrganismos apos a coleta e garantindo maior fidelidade aos perfis microbianos originais.

Tabela 2. Representacao e descri¢do dos periodos de coleta das amostras de fezes.

Sigla Descricao
DO 24 horas ap0s o nascimento, parametro do microbioma;
D15 17 dias apds o nascimento, inicio do desenvolvimento ruminal;
D30 32 dias apos o nascimento;
D60 62 dias apds o nascimento, inicio do desmame;
D66 68 dias apds o nascimento, apds o desmame completo;

3. Analises e processamento de dados do microbioma fecal
3.1 Descongelamento das amostras

Previamente as amostras (congeladas) foram fracionadas com faca esterilizadas em
campo estéril sob a chama de bico de Bunsen, armazenadas em tubos Falcon devidamente
etiquetados para facilitar o manejo e posterior extragdo. Para o descongelamento controlado
das amostras de fezes, as aliquotas foram retiradas do freezer a —80 °C e colocadas em estufa
seca a 37 °C, com monitoramento continuo, sendo retiradas assim que se observou o completo
descongelamento. Em seguida, procedeu-se imediatamente as etapas subsequentes da

extragdo de DNA.

3.2 Extracao de DNA
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A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit comercial Quick-DNA™ Fecal/Soil
Microbe Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, EUA; Cat. No. D6010), confome
recomendacdes do fabricante e incluido os seguintes detalhes: foram pesados 140 pg de
amostra em balanga de precisdo e transferidos para os tubos fornecidos pelo kit (ZR
BashingBead™ Lysis Tube, 0,1 & 0,5 mm). Em seguida, foram adicionados 750 puL de
BashingBead™ Buffer. Para garantir a lise eficiente dos microrganismos presentes nas
amostras, conforme recomendado pelo fabricante, utilizou-se o equipamento Bertin Precellys
Evolution®, equipado com suporte para tubos de 2 mL. O protocolo consistiu em quatro ciclos
de batimento a 9.000 rpm por 60 segundos, intercalados por intervalos de descanso de 120
segundos, totalizando 4 minutos de batimento, 6 minutos de descanso ¢ 10 minutos de
processamento. Para a remog¢do de RNA e obtengdo de DNA bacteriano purificado, foi
utilizada PureLink™ RNase A (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA; Cat. No.
12091021), sendo adicionados 20 puL da solucdo a amostra apds a homogeneizagdo. As
amostras foram entdo incubadas em termobloco a 36 °C, sob agitacdo de 450 rpm por 15
minutos. Ao final dessa etapa, o protocolo seguiu conforme as instru¢des do fabricante até a

completa extracao do DNA.

3.3 Preparacio das bibliotecas

As bibliotecas foram preparadas seguindo as recomendag¢des da Illumina. Para a
amplificagdo da regido V4 do DNA ribossomal 16S (localizada entre as posigdes 515 F e 806
R), técnica escolhida por sua robustez, ampla validacdo em estudos ecoldgicos e adequacao
para analises comparativas de diversidade microbiana em ruminantes, foi realizada a seguinte
reacdo em cadeia da polimerase (PCR): 1X NEBNext® Q5® Hot Start HiFi PCR aster Mix
(NEB, Cat. M0543L), 0,2 nM de cada primer, 12,5 ng de DNA, totalizando um volume de

reacao de 25 uL. Os primers utilizados foram: forward (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGYCAGCMGC CGCGGTAA-
3" e reverse (5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGGGACTACNVGGGTWTCTAAT-3").

As condigdes de termociclagem foram: 1 ciclo a 98°C por 30 segundos, seguido por 25
ciclos a 98°C por 10 segundos, 50°C por 20 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizando
com 1 ciclo a 72°C e manutencao a 4°C. Como controle de qualidade, foi performado reagao
de controle negativo (CN) para verificar possivel contaminagdo. O produto de PCR foi
purificado utilizando esferas magnéticas AMPure XP Beads (Beckman Coulter, cat. A63881),

conforme as recomendagdes do manual 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation
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(Illumina) e o tamanho dos fragmentos gerados na reagao de PCR foi avaliado por eletroforese
em gel de agarose.

As amostras previamente amplificadas foram indexadas (segunda PCR) utilizando o kit
Nextera XT Index Kit v2 Set A (Illumina, cat. FC-131-2001) de acordo com o seguinte
protocolo de reagdo de indexacdo: 1X NEBNext® Q5® Hot Start HiFi PCR Master Mix
(NEB, Cat. M0543L), 5 uL de cada indice, 5 pL. do produto de PCR previamente purificado,
totalizando um volume de reagao de 50 puL. As condi¢gdes de termociclagem foram: 1 ciclo a
98°C por 30 segundos, seguido por 12 ciclos a 98°C por 10 segundos, 55°C por 20 segundos
e 72°C por 30 segundos, finalizando com 1 ciclo a 72°C e manutencdo a 4°C. O produto de
PCR foi purificado utilizando esferas magnéticas AMPure XP Beads (Beckman Coulter, cat.
A63881), conforme as recomendagdes do manual 16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation (Illumina) purificagdo da segunda PCR.

As amostras indexadas e purificadas foram quantificadas utilizando o kit de
quantificagdo Qubit™ 1X dsDNA High Sensitivity (HS) (ThermoFisher, Cat. Q33231). Cada
amostra foi entdo diluida para uma concentrag¢do final de 4 nM, e em seguida, um pool foi
preparado combinando 10 pL de cada amostra. O pool foi novamente quantificado utilizando
o mesmo kit Qubit para confirmar a concentracao final. A desnaturacdo da biblioteca, a adi¢ao
de PhiX (controle interno da Illumina) e o carregamento no cartucho foram realizados de
acordo com as instrugdes do manual 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation
(Illumina). O sequenciamento foi realizado no equipamento MiSeq (Illumina) utilizando a
configuracdo paired-end e o kit MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciclos) (Illumina, cat. MS-102-
2003).

4. Anilises e processamento de dados do microbioma
4.1 Analise Bioinformatica

As andlises bioinformaticas foram conduzidas com dados obtidos a partir do
sequenciamento de leituras curtas pela plataforma Illumina MiSeq. Inicialmente, os arquivos
brutos no formato FASTQ foram importados para o ambiente estatistico R, e foram
submetidos a um rigoroso controle de qualidade (QC), etapa em que foram avaliados
parametros como a distribui¢do do comprimento dos fragmentos, a presenca de adaptadores
de sequenciamento e a qualidade média por base. Leituras de baixa qualidade foram aparadas
ou removidas, garantindo a robustez das analises subsequentes.

Apos o pré processamento, as leituras qualificadas foram mapeadas contra sequéncias

de referéncia de rRNA 16S obtidas do banco de dados SILVA 99% (versdo 128). OTUs com
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identificacdo taxondmica incompleta ou classificadas como microrganismos ndo cultivados
foram mantidas na andlise, considerando sua relevancia para a caracterizacdo global do
microbioma intestinal.

As andlises de diversidade foram conduzidas de forma complementar, contemplando
tanto a alfa-diversidade, que determina a riqueza e a uniformidade microbiana dentro de cada
amostra (com indices como Shannon e Simpson), quanto a beta-diversidade, voltada para a
comparacdo entre diferentes amostras e condi¢des experimentais. A diversidade beta foi
representada por meio de Analise de Coordenadas Principais (PCoA), possibilitando a
visualizacdo das semelhancas e diferencas na composi¢do microbiana entre os grupos
avaliados. Os resultados bioinformaticos foram visualizados por meio de graficos e tabelas
gerados automaticamente em R, possibilitando a interpretacdo da dinamica temporal do

microbioma intestinal dos bezerros durante as diferentes fases de desenvolvimento.

4.2 Analises estatisticas do microbioma

As andlises estatisticas foram conduzidas de forma a validar os resultados
bioinformaticos. As analises estatisticas foram realizadas em R (versdo 4.3.2; R Core Team,
2024) usando o RStudio, considerando como fatores experimentais o tratamento e os dias de
coleta (24 horas, 15, 30, 60 e 66 dias). Os indices de diversidade alfa (Shannon e Simpson)
foram analisados por meio de modelos estatisticos ajustados para avaliar os efeitos do tempo
e do tratamento sobre a estrutura da comunidade microbiana intestinal. Quando identificadas
diferencgas significativas, foram realizados contrastes multiplos entre os dias de coleta,
permitindo a comparagdo pareada entre os diferentes periodos experimentais. As médias
foram estimadas com seus respectivos erros padrdo e intervalos de confianca de 95%. Para o
controle do erro do tipo I decorrente de multiplas comparagdes, os valores de p foram
ajustados utilizando o método de Benjamini—Hochberg (BH). Adotou-se nivel de significancia
de 5% (p < 0,05) para todas as andlises estatisticas. Dessa forma, o fluxo de anélise adotado
permitiu uma caracterizagdo abrangente da comunidade microbiana presente nas amostras,
assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos a partir dos dados de sequenciamento de

leituras curtas na plataforma Illumina MiSeq.

5. Analise e processamento de dados da avaliacdo de comportamento e crescimento
Todas as analises descritivas e confirmatorias foram realizadas em R (versao 4.3.2; R
Core Team, 2024) usando o RStudio. A normalidade e a homogeneidade das variancias para

todas as variaveis foram avaliadas usando o teste de Shapiro-Wilk, com avaliagdes visuais
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fornecidas por histogramas e graficos Q-Q plot. Os dados foram analisados por Modelos
Lineares Mistos Generalizados (GLMMs) utilizando tratamento, semana, ¢ sua interagao
(tratamento*semana) como efeito fixo e grupo e horas como efeito aleatério. Todos os
modelos foram ajustados usando o método de aproximacao de maxima verossimilhanga no
pacote Ime4 (Bates et al., 2015), e os intervalos de confianca foram estimados usando testes

qui-quadrado de Wald do Tipo II.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Comportamento

Nao houve influéncia do tratamento (p=0.42) no comportamento de atividades (média
+ SE; tratamento: 41.72 &= 2.27; controle: 39.39 & 2.16) dos bezerros. No entanto, os bezerros
que receberam aditivo gastaram mais tempo (78.57 £ 8.1; p<0.05) deitados ao longo do tempo
do que os bezerros do controle (67.41 + 7.0). Esses resultados evidenciam que, embora o
tratamento isolado nao tenha modificado o tempo de repouso, a combinagao com o fator tempo
influenciou de maneira expressiva o padrdo comportamental dos animais ao longo das
semanas.

Houve influéncia da semana nos comportamentos de pastejo e ruminacao independente
do tratamento (Tabela 3). A cada aumento na semana, os bezerros foram 44% mais propensos
a realizar o comportamento de pastejo e 41% mais propenso a realizar o comportamento de
ruminagdo. O aumento na frequéncia dos comportamentos de pastejo e ruminagdo com o
avango da idade indica a transi¢ao gradual do bezerro de um padrao alimentar lacteo para um
comportamento tipico de ruminante funcional. Isso reflete o amadurecimento do sistema
digestivo e o desenvolvimento do comportamento ingestivo. Essas mudancas sao esperadas,
uma vez que, com o passar das semanas, ocotre o crescimento € a coloniza¢do microbiana do
rimen, associadas ao maior consumo de alimentos solidos e a reducao gradual da dependéncia
do leite (Khan et al., 2011; De Paula Vieira et al., 2012).

O aumento do tempo dedicado ao pastejo e a rumina¢do demonstra que as bezerras
passaram a explorar ativamente o ambiente e o pasto, aprimorando sua capacidade de digestao
fibrosa e comportamentos relacionados a alimentacdao (Bittar et al., 2009). Portanto, os
resultados sugerem que o avanco etario esta diretamente relacionado a aquisicdo de
comportamentos alimentares maduros, o que constitui um indicador de adaptagao fisiologica

e comportamental dos animais ao sistema de cria¢do a pasto.

Tabela 3. Estimativas posteriores dos modelos de regressao misto com familia Poisson para
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1 avaliar a influéncia do aditivo, semana e interacao (aditivo*semana) nos comportamentos de

2 pastejo e ruminacao de bezerros leiteiros (n=16) criados em grupo e a base de pasto durante o
g pré-desmame.
Pastejo
Parametro IRR - 1€ : Valor de Z p-valor
Inferior Superior
Controle Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Aditivo 0.918 0.664 1.261 -0.525 0.599
Semana 1.442 1.229 1.693 4.487 <0.001
Aditivo x Semana 1.012 0.969 1.057 0.557 0.577
Ruminac¢io
Parametro IRR - 1€ - Valor de Z p-valor
Inferior Superior
Controle Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Aditivo 3.342 0.222 1.308 0.872 0.383
Semana 1.417 1.026 1.957 2.121 0.033
Aditivo x Semana 0.797 0.554 1.147 -1.219 0.222
Ocio
A IC
Parametro IRR - - Valor de Z p-valor
Inferior Superior
Controle Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Aditivo 1.039 0.586 18.432 0.132 0.895
Semana 0.907 0.737 11.162 -0.920 0.357
Aditivo x Semana 0.995 0.912 1.085 -0.108 0.914

Para o comportamento de ruminagdo deitado, houve efeito do fornecimento do aditivo

(p=0,0002) e da interagdo entre o aditivo e semana (p=0,001). Isto indica que o efeito do tempo

O o0 9

sobre a ruminagao variou conforme o grupo de tratamento. O comportamento evoluiu ao longo
10  das semanas de maneira dependente do tratamento (Tabela 4).
11

12 Tabela 4. Estimativas posteriores de modelos de regressao misto com familia Poisson da
13 influéncia do aditivo, semana e interacao (aditivo*semana) nos comportamentos em posicao
14  deitada de bezerros leiteiros (n=16) criados em grupo e a base de pasto durante o pré-
15 desmame.

Ocio Deitado

Parametro IRR - IC - Valor de Z p-valor
Inferior Superior
Controle Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Aditivo 1.050 0.876 1.259 0.536 0.592
Semana 1.035 0.866 1.236 0.379 0.704
Aditivo X Semana 1.001 0.971 1.032 0.108 0914
Ruminando Deitado
Parametro IRR - Ic : Valor de Z p-valor
Inferior Superior
Controle Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Aditivo 0.570 0.421 0.771 -3.642 0.0002
Semana 1.692 1.519 1.885 9.553 <0.001
Aditivo x Semana 1.070 1.027 1.114 3.244 0.001
16
17 Observamos que as bezerras suplementadas com o aditivo multicomponente gastarm

18 mais tempo na posicdo deitada em comparacdo ao grupo controle (p = 0,028). Este
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comportamento ¢ classicamente interpretado como um indicador positivo de bem-estar
animal, sugerindo que os animais do grupo tratado apresentavam maior conforto ou saciedade,
visto que o tempo de repouso ¢ considerado uma atividade prioritaria para bezerros neonatos
(Von Keyserlingk; Weary, 2007). No entanto, em sistemas de producao a pasto, o padrdo de
repouso pode sofrer variagdes significativas em fun¢do do manejo e da dieta (Zanine et al.,
2006). Embora o maior tempo deitada possa indicar conforto, ¢ necessario considerar que, em
quadros de desafio sanitario como os observados neste experimento, o repouso prolongado
também pode estar associado a conservacao de energia para a recuperagdo metabolica.
Contudo, a manutenc¢ao do desempenho sugere que a suplementagdo favoreceu um estado de
maior estabilidade, permitindo uma expressdo comportamental mais eficiente do descanso.

Os resultados deste estudo indicam que o comportamento de bezerros leiteiros pré-
desmame em sistemas a pasto ¢ regido por uma complexa interagdo entre maturidade
fisiologica e estimulos nutricionais. O avango etdrio consolidou-se como o principal
determinante da aquisi¢do de comportamentos alimentares maduros. O aumento progressivo
do pastejo e da ruminagdo ao longo das semanas, independentemente do tratamento, reflete a
transicao fisioldgica esperada de um sistema alimentar predominantemente lacteo para o de
um ruminante funcional. Esse processo ¢ impulsionado pelo amadurecimento do rumen,
intensificacdo da colonizacdo microbiana e maior consumo de solidos (Khan et al., 2011; De
Paula Vieira et al., 2012), evidenciando a adaptacdo gradual ao sistema extensivo (Bittar et
al., 2009). Embora o aditivo multicomponente ndo tenha alterado de forma abrupta o
repertorio de atividades ou os padrdes de 6cio e ingestdo, sugerindo que fatores ambientais e
a idade exercem papel central nessas fung¢des, a interagdo significativa entre aditivo e semana
revelou modificagdes cruciais no comportamento em posicao deitada.

O maior tempo de repouso observado nos animais suplementados deve ser interpretado
de forma integrada: bem-estar e conforto. Classicamente, a posi¢do deitada ¢ um indicador
positivo de bem-estar, associado a conforto fisico, saciedade e baixo estresse (Von
Keyserlingk; Weary, 2007) e conservacdo de energia, em animais jovens sob desafios
sanitarios, como distirbios entéricos, o repouso prolongado atua como uma estratégia
adaptativa. A ativagdo do sistema imune possui um elevado custo metabdlico, logo, deitar-se
pode ser uma tentativa de manter a homeostase fisioldgica através da economia de energia.
Essa mudanga comportamental encontra suporte na analise do microbioma fecal. A sucessao
ecologica e a maior estabilidade microbiana observadas com o avango da idade sugerem um
amadurecimento do ecossistema. Nos animais suplementados, a modulacdo da microbiota

pode ter favorecido um ambiente intestinal mais resiliente e com menor disbiose. Essa maior
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estabilidade pode ter reduzido a necessidade de gastos energéticos em respostas inflamatérias
agudas, refletindo-se em um repouso mais eficiente. Tal fendmeno ¢ possivelmente mediado
pelo eixo intestino—comportamento, onde mudancas na funcionalidade da microbiota
influenciam o hospedeiro por vias neuro imunes ¢ metabolicas, afetando a inflamagao
sistémica e o estado geral de saude (Kraimi, N. et al., 2029).

A manutenc¢do do desempenho produtivo indica que o aumento no tempo deitada nos
bezerros suplementados nao representou um comprometimento funcional, mas sim um estado
de maior estabilidade fisiolégica. Enquanto a idade dita o ritmo do desenvolvimento
comportamental alimentar, o aditivo multicomponente atua de forma complementar,
favorecendo padrdes associados ao conforto e a recuperagdo metabolica. Essa abordagem
interdisciplinar refor¢a que, para compreender a satide de bezerros a pasto, ¢ indispensavel

integrar avaliacdes comportamentais a indicadores microbioldgicos e fisiologicos.

3.2 Crescimento

Os bezerros apresentaram evolugdo corporal consistente ao longo do periodo
experimental, evidenciando ganho de peso e expansdo do perimetro toracico em ambos o0s
grupos (Tabela 5). Ao final do periodo (~74 dias), o ganho médio diario (GMD) foi semelhante
entre os grupos, apresentando valores de 0,64 + 0,17 kg/dia para o Controle e 0,64 = 0,09 kg/dia
para o Tratamento. O uso do aditivo multifuncional ndo promoveu alteragdes expressivas na

taxa de ganho de peso diario durante o periodo de aleitamento.

Tabela 5. Valores médios + desvio padrao dos pardmetros de crescimento [peso (kg), ganho
médio diario (GMD/kg/dia) e perimetro toracico (PT, cm)] dos grupos controle e tratado
durante o periodo do experimental.

Grupo Peso final (kg) PT inicial PT final GMD
(cm) (cm) (kg/dia)

Controle 79,16 = 11,89 73,62 + 1,58 99,69 + 4,88 0,64 £0,17
Tratamento 74,65 + 7,93 70,31 £3,01 98,88 + 3,46 0,64 + 0,09

Em relagdo ao perimetro tordcico, variavel frequentemente associada ao
desenvolvimento do trato digestivo superior, observou-se crescimento progressivo e
proporcional ao aumento do peso corporal. Os valores iniciais foram de 73,62 + 1,58 cm no
grupo Controle e 70,31 £+ 3,01 cm no grupo Tratamento, alcangando 99,69 + 4,88 cm e 98,88
+ 3,46 cm, respectivamente, ao final do experimento. Essa elevacdo reflete a expansao
toracica esperada com o avang¢o da idade e a maior ingestdo de alimentos solidos.

Os resultados de crescimento indicam que os bezerros apresentaram evolugdo corporal
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adequada ao longo do periodo experimental, com ganho de peso e aumento progressivo do
perimetro toracico em ambos os grupos. A similaridade no ganho médio didrio entre os
tratamentos demonstra que a suplementagao com o aditivo multicomponente nao atuou como
promotor direto de crescimento durante a fase de aleitamento, mas também nao comprometeu
o desempenho produtivo dos animais. Os valores observados estdo de acordo com aqueles
descritos na literatura para bezerros leiteiros criados em sistemas a pasto, refletindo bom
manejo nutricional e adaptagao as condi¢des experimentais (Bittar & Ferreira, 2019; De Paula
Vieira et al., 2012).

Em sistemas de criagdo a pasto, o crescimento corporal ¢ fortemente influenciado pelo
avanco etario, pela ingestdo gradual de alimentos sélidos e pelo desenvolvimento do trato
digestivo. Nesse contexto, a manuten¢do de taxas de ganho adequadas ao longo do periodo
pré-desmame, mesmo na presenga de desafios sanitarios, indica eficiéncia alimentar e
capacidade de adaptagdo fisioldgica dos animais. Assim, a auséncia de diferencas no
desempenho sugere que os fatores ambientais e de manejo exerceram papel predominante
sobre o crescimento, independentemente da suplementacao.

O aumento consistente do perimetro toracico observado ao longo do experimento
acompanhou o ganho de peso corporal, reforcando sua utilizagdo como indicador indireto do
desenvolvimento estrutural e do trato digestivo superior. O crescimento dessa variavel reflete
a expansao corporal esperada com o avanco da idade e com a maior ingestdo de alimentos
solidos, processo diretamente associado ao desenvolvimento ruminal e a transi¢ao funcional
para a fase de ruminante (Heinrichs, 2005; Khan et al., 2011). A semelhanca entre os grupos
quanto aos valores finais de perimetro tordcico indica desenvolvimento morfofisiologico
equivalente.

Quando interpretados de forma integrada aos resultados do microbioma fecal, os
achados de crescimento sugerem que, embora a suplementacdo tenha influenciado a dinamica
microbiana e o comportamento dos animais, essas alteracdes ndo se refletiram em incrementos
adicionais no ganho de peso. Esse resultado indica que o principal efeito do aditivo pode estar
relacionado a estabilidade intestinal e a adaptagdo fisioldgica, e ndo necessariamente ao
aumento da deposicdo de tecido corporal. Em situagdes de desafio entérico, a manuten¢ao do
desempenho produtivo ¢ um indicador relevante de resiliéncia, uma vez que distirbios
gastrointestinais frequentemente resultam em prejuizos ao crescimento. Nossos achados
demonstram que o crescimento dos bezerros foi predominantemente determinado pelo avango
da idade, pelo sistema de criag@o a pasto e pelo manejo alimentar adotado. A suplementacdo

com o aditivo multicomponente nao promoveu nenhum ganho adicional de desempenho, os
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animais mantiveram o crescimento dentro de padrdes adequados.

3.3 Ingestao

Descritivamente, o comportamento de ingestao de liquido (leite e 4gua) e concentrado
apresentou padrao semelhantes (Tabela 6). No geral, a ingestdo de leite foi o evento mais
frequente na rotina, sendo registrada em mais de 90% das observacdes de oferta em ambos os
grupos. No entanto, ao observar a frequéncia de episodios ao longo do dia , a 4gua assumiu
um papel central na atividade dos bezerros. Adicionalmente, animais do grupo controle
apresentaram maior frequéncia de ingestdo de d4gua em comparagao ao grupo tratado, o que
pode estar relacionado ao maior tempo em atividades ao longo do dia, conforme evidenciado
nas observagdes comportamentais. Esse maior nivel de atividade pode ter aumentado a
demanda hidrica desses animais, refletindo em maior nimero de eventos de consumo de agua.
Dessa forma, a ingestao hidrica parece estar mais associada ao padrdo comportamental ¢ ao
nivel de atividade dos bezerros do que a efeitos diretos da suplementagdo alimentar. Ja a
ingestdo de concentrado apresentou a menor frequéncia relativa, refletindo o comportamento

tipico de bezerros jovens, cuja adaptacdao ao consumo sélido ocorre de forma gradual.

Tabela 6. Frequéncia (nimero de eventos) de ingestdo de leite, agua e concentrado por
bezerros dos grupos controle e tratado.

Grupo  Leite  Leite Agua Agua Concentrado Concentrado
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Controle 119 18,2 159 243 108 16,5
Tratado 128 18,8 147 21,6 107 15,7

Considerando que todos os animais apresentaram episddios de diarreia, a ingestao
voluntéria de 4gua atua como um mecanismo critico de defesa para mitigar a desidratagdo e
manter a volemia, conforme observado por Jessop (2024). Além disso, a literatura indica que
a integridade da mucosa intestinal influéncia diretamente o balango osmotico; em cenarios de
alta pressdo sanitdria, como o verificado neste experimento, animais com maior
comprometimento da barreira intestinal podem apresentar uma demanda hidrica aumentada
para compensar a ma absor¢ao de liquidos no canal intestinal (Liu et al., 2022).

De maneira concomitante, observou-se que o consumo de concentrado, embora ainda
em fase incipiente para ambos os grupos (média de 16% das observacdes), estabelece uma
demanda fisioldgica por ingestdo hidrica adicional. Esse comportamento € essencial para
viabilizar a hidratacdo do substrato s6lido no interior do reticulo-rimen, provendo o meio

aquoso necessario para a colonizagdo microbiana e para os processos de fermentagdo inicial.
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A literatura estabelece que a disponibilidade de dgua ad libitum é um fator determinante para
o sucesso da transi¢ao nutricional em bezerros neonatos, a restri¢ao hidrica, ainda que parcial,
pode limitar o consumo de matéria seca e, consequentemente, retardar o desenvolvimento das
papilas ruminais (Quigley et al., 2001).

No contexto deste estudo, a manutencao da ingestao de 4gua, mesmo em animais com
dieta predominantemente liquida, refor¢a a importancia desse recurso na preparagao do trato
gastrintestinal para o desmame, garantindo que a umidade do conteudo ruminal permaneca
em niveis adequados para a manutencdo da homeostase osmotica e atividade enzimatica

(Jessop, 2024).

3.4 Sanidade

Em nosso estudo, 100% dos animais avaliados (16/16) foram acometidos por diarreia
(tabela 7), porém a duragdo dos episddios variou entre os grupos, 0 grupo tratamento
apresentou diarreia com duragcdo média de ~7,8 dias, enquanto o grupo controle teve média
ligeiramente inferior (~7,5 dias). Além de comprometer a integridade da mucosa intestinal e
retardar a maturagao do trato gastrointestinal, episodios diarreicos estdo associados a diversas
alteragoes fisioldgicas, como aumento de bactérias oportunistas, diminuicao da eficiéncia de
absor¢ao de nutrientes, limitagdo do crescimento compensatorio, mesmo apds a recuperacao
clinica (Liu et al., 2022; Jessop, 2024). De forma semelhante, a pneumonia bovina representou
outro desafio relevante, acometendo 56,25% dos bezerros (6/16, 3 animais do tratamento e 3
animais do controle). Os bezerros mantidos em sistemas a pasto podem ser mais suscetiveis a
pneumonia devido a maior exposi¢do a variagdes climaticas e agentes ambientais, como
indicado por estudos que relatam maior prevaléncia de lesdes respiratorias em sistemas
extensivos. (Fernandez, et al., 2020). Esta condigdo € critica especialmente no periodo pos-
desmame, quando o estresse € a imunossupressao aumentam a suscetibilidade a patégenos,
resultando em menor ganho médio didrio e maior risco de descarte precoce (Madureira
Ferreira et al., 2024). Processos inflamatdrios sistémicos e o estresse associados a pneumonia
podem influenciar indiretamente a homeostase intestinal. Episddios como apatia (25%, 3
animais do tratamento), diarreia sanguinolenta (12,5%, 1 animal do tratamento e 1 animal do
controle), cdlica, reagdes locais (inchago de boleto/picada de abelha) e um caso isolado de

clostridiose foram registrados.

Tabela 7. Incidéncia de condigdes clinicas e percentual de animais acometidos ao longo do
experimento.
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Evento / Condicio Percentual de animais afetados Afetados por tratamento
Diarreia 100% 8 Controle e 8 Tratamento
Apatia 25% 3 Tratamento
Pneumonia / Principio de 3 Controle e 3 Tratamento

. 37,5%
Pneumonia
Coélica 6,25% 1 Controle
Fezes com sangue / Diarreia 12.5% 1 Controle e 1 Tratamento
sanguinolenta ’
Inchago / Reagdes Locais 6,25% 1 Tratamento
Clostridiose 6,25% 1 Controle
Soro Oral (2 L) 81,25% 8 Controle e 7 Tratamento

A andlise individual (Tabela 8) reforga a precocidade no inicio dos episodios diarreicos,
manifestando-se em média entre o 3° ¢ o 8° dia de vida. O uso prolongado de antibioticoterapia
(até 11 dias consecutivos em um animal do grupo tratado) e a necessidade de fluidoterapia
oral em 81,25% (7 animais do tratamento e 8 animais do controle) do lote confirmam a
gravidade do desafio sanitario. A disbiose transitéria causada tanto pela enfermidade quanto
pela pressao seletiva dos antibidticos intensifica a perda de liquidos, justificando a procura
por agua observada nos dados descritivos de ingestao.

O alojamento coletivo, embora favoreca o bem-estar social, facilita a transmissao
horizontal de patdogenos entéricos devido ao contato direto entre os animais € ao
compartilhamento de areas de descanso e alimentagdo (Svensson et al., 2003; Huuki et al.,
2022; Gulliksen et al., 2009), o que pode ter contribuido para a taxa de morbidade de 100%
observada precocemente. No entanto, ¢ fundamental destacar que nenhum animal veio a dbito
em decorréncia direta da diarreia neonatal ou da pneumonia, indicando que, apesar do
aumento na ocorréncia de eventos clinicos, a criagdo coletiva ndo comprometeu a viabilidade
dos animais. Esses achados sugerem que, sob condi¢des adequadas de manejo, monitoramento
sanitario e intervencao precoce, os beneficios associados a criagdo coletiva, particularmente
em termos de bem-estar, adaptagdo comportamental e fisiologica, sobressaem a taxa de
morbidade observada, sem impactos negativos sobre a sobrevivéncia ou o desempenho geral

das bezerras.

Tabela 8. Cronologia da diarreia e intensidade do manejo terapéutico individual.

Animal Grupo Nascimento I.nicio. Ida(,ie.no Duragio do
Diarreia Inicio tratamento
1484 Controle 08/11/2024 15/11/2024 7 dias 5
1485 Tratamento 09/11/2024 15/11/2024 6 dias 5
1486 Controle 10/11/2024 18/11/2024 8 dias 5
1487 Tratamento 11/11/2024 17/11/2024 6 dias 6
1488  Controle 11/11/2024 18/11/2024 7 dias 6
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1489 Tratamento 14/11/2024 20/11/2024 6 dias 11
1490 Tratamento 14/11/2024 20/11/2024 6 dias 10
1491 Controle 15/11/2024 20/11/2024 5 dias 10
1492 Tratamento 18/11/2024 25/11/2024 7 dias 8
1493  Controle 18/11/2024 26/11/2024 8 dias 8
1494  Controle 20/11/2024 26/11/2024 6 dias 9
1495 Tratamento 20/11/2024 28/11/2024 8 dias 8
1496 Controle 21/11/2024 28/11/2024 7 dias 7
1497 Tratamento 21/11/2024 29/11/2024 8 dias 7
1498 Tratamento 24/11/2024 30/11/2024 6 dias 7
1499  Controle 27/11/2024 30/11/2024 3 dias 10
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3.5 Microbioma fecal

A analise longitudinal do microbioma fecal, abrangendo desde as primeiras 24 horas de
vida até o dia 66 (D66), revelou uma sucessao ecologica robusta, caracterizada pela transi¢ao
de um ambiente inicialmente aerébio/facultativo para um ecossistema anaerdbio complexo e
estavel. Este padrao de maturagdo ¢ consistente com a literatura sobre a ontogenia microbiana
em mamiferos (Claus-walker et al., 2024; Hares et al., 2025). A a-diversidade avaliada pelos
indices de riqueza e uniformidade, demonstrou um aumento (p<0.001) progressivo ao longo
do periodo experimental, independentemente do tratamento administrado. Conforme
observado na Figura 2A, a riqueza de espécies estimada pelo indice Chaol parte de valores
medianos proximos a 600 nas primeiras 24 horas e ascende para patamares superiores a 1000
no D60 e D66. Este cenario inicial de baixa diversidade ¢ esperado, visto que nos primeiros
dias, a microbiota € caracterizada pela predomindncia de microrganismos facultativos que
prosperam em ambientes com alta disponibilidade de oxigénio residual (Du et al., 2023).

Comportamento similar foi verificado na Figura 2B, onde o indice de Shannon elevou
de ~2.8 (24H) para valores acima de 4.5 nas fases finais. Segundo Melo et al. (2023), o
aumento da o-diversidade ¢ um biomarcador crucial de satide intestinal, associando-se a uma
maior resiliéncia do ecossistema contra perturbacdes externas. O periodo D30 ¢ um fator
chave no desenvolvimento da microbiota ruminal e na diversidade alfa coincide com um
periodo fisioldgico critico de maturagdo do rimen em neonatos ruminais. Estudos
longitudinais indicam que a diversidade e composicdo da microbiota ruminal evoluem
rapidamente nas primeiras semanas de vida, com tendéncia a estabilizacdo apos
aproximadamente trés a seis semanas de idade, refletindo a transicdo de um ecossistema

microbiano inicial para uma comunidade mais complexa e resistente (Lima et al., 2024).
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Figura 30. Dinamica temporal da diversidade alfa do microbioma intestinal de bezerras leiteiras. (A)
Evolucao da riqueza microbiana estimada pelo indice de Chaol ao longo dos dias de coleta (24H, D15,
D30, D60 e D66); (B) Evolugdo do indice de diversidade de Shannon ao longo do mesmo periodo
experimental. (B) Evolugdo do indice de diversidade de Shannon ao longo do mesmo periodo
experimental.

1

2 A ingestdo de alimentos sélidos, que geralmente aumenta nesse periodo, estimula a
3 fermentagdo ruminal e a produc¢do de 4cidos graxos volateis, especialmente butirato e
4  propionato, fatores chave na diferenciagdo funcional das papilas ruminais e na maturagao do
5 epitélio ruminal. Esse processo de fermentagdo intensificada estd associado ao
6  estabelecimento de comunidades bacterianas mais diversificadas e anaerobicas, garantindo
7  maior estabilidade ecologica e funcional do ramen (Oliveira et al., 2023; Yafez-ruiz et al.,
8  2015). Assim, a observagdo de um ponto de inflexdo em D30 em métricas de a-diversidade
9 apoia a ideia de que esse periodo representa um marco na ontogénese do ramen, integrando
10  mudangas microbianas com desenvolvimento estrutural e funcional do 6rgao.
11 A analise da dominancia, representada na Figura 3, confirma que a comunidade se torna
12 mais uniforme com a idade (menor dominancia de um tnico tdxon), um indicativo de eubiose.
13 A auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos (CONT vs. TRT) sugere que a
14  intervencao nutricional foi segura, preservando a ecologia nativa do intestino, um objetivo
15 desejavel em tratégias de modulagdo de precisdo (Melo et al., 2023).
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Figura 39. Avaliacdo da dominadncia na comunidade microbiana através do indice de

Simpson.

A identificagdo de biomarcadores taxondmicos via MaAsLin3 permitiu mapear a
substitui¢ao de colonizadores pioneiros por bactérias funcionais maduras. A comparagao entre
o periodo neonatal e a fase de acabamento revela uma inversdo completa no perfil microbiano.
Nas Figura 4 observa-se que as primeiras 24 horas (barras laranjas) sdo dominadas por
Proteobacteria facultativas, incluindo géneros como Escherichia, Shigella, Klebsiella e
Enterobacter. Hares et al. (2025) descrevem essa fase inicial como critica, onde o intestino
rico em oxigénio favorece bactérias que podem atuar como patdogenos oportunistas se a
sucessdo for interrompida. Estes achados corroboram Du et al. (2023), que descrevem a
predominancia inicial de Enterobacteriaceae, Streptococcus e Lactobacillus em nichos ricos
em oxigénio. Apesar dessa dominancia inicial de facultativos, ¢ importante notar que
microrganismos tipicos de ruminantes adultos, como arqueias metanogénicas e géneros
fibroliticos, podem ser detectados j& nos primeiros dias de vida, embora em baixas
abundancias (Jami et al., 2013), preparando o terreno para a futura colonizagdo estrita. Em
contrapartida, os dias 60 e 66 (barras azuis nas respectivas figuras) sdo marcados pela
abundancia de anaerobios estritos produtores de acidos graxos de cadeia curta, como
Phocaeicola, Faecalibacterium, Bifidobacterium e Alistipes. O Faecalibacterium,
especificamente, ¢ amplamente reconhecido por suas propriedades anti-inflamatdrias e

producdo de butirato (Wang et al., 2014), consolidando o perfil de um intestino saudavel e

maduro.
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Figura 40. Comparacdo entre diferentes momentos da abundéncia relativa durante o periodo
experimental. (A) Géneros bacterianos diferencialmente abundantes entre as 24 horas de vida e
o dia 60; (B) Comparagdo da abundancia relativa de géneros entre o pds-parto imediato (24H) e

o final do periodo experimental (D66).

1

2 A Figura 5 destaca a reducao de Campylobacter e o aumento de géneros fermentadores,
3 como Clostridium e Parabacteroides, no D30, indicando uma transicio do microbioma
4 intestinal para um perfil mais maduro e funcional. Esse padrao sugere maior capacidade
5  fermentativa e metabolica da microbiota, associada a producao de acidos graxos de cadeia
6 curta e a maior estabilidade ecologica do ambiente intestinal, refletindo o avanco do
7  desenvolvimento gastrointestinal dos animais nessa fase (Lima et al., 2024; Yafiez-ruiz et al.,
g8  2015).
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Figura 5. Transi¢do taxonomica observada entre os dias 15 e 30.

Um ponto importante da maturagdo funcional ¢ evidenciado na Figura 6, onde o
metanogénico Methanobrevibacter, da familia Methanobacteriaceae, aparece enriquecido no
D60 (coeficiente positivo, barra azul), refletindo o estabelecimento progressivo de
microrganismos anaerobios estritos associados a fermentacdo avancada e ao desenvolvimento
funcional do rimen. A presenga de metanogénicos indica um sistema de fermentacdo de
polissacarideos altamente eficiente, capaz de remover o H> (gas hidrogénio) gerado pela
degradacao de fibras, o acimulo excessivo de H, no limen intestinal ¢ termodinamicamente
desfavoravel, pois inibe a regeneracio de NAD+ e, consequentemente, bloqueia a
continuidade da fermentagdo bacteriana (Claus-walker et al., 2024). O Methanobrevibacter
consome o H> endogeno para reduzir CO2 (dioxido de carbono) a CH4 (metano), reduzindo
a pressao parcial do gas e desviando o fluxo metabdlico para a produgao de acetato e butirato,

maximizando a extracdo de energia da dieta (Wang et al., 2014).
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Figura 6. Biomarcadores microbianos identificados na comparagao entre os dias 30 e 60.

Interessantemente, as comparagdes tardias apresentadas na Figuras 7 mostram que
géneros como Limosilactobacillus e Lactobacillus tém maior abundancia relativa nos dias
30 e 60 em comparagdo ao D66. Embora os Lactobacillus sejam benéficos, sua reducao
relativa no final do periodo pode refletir a competicio com a vasta diversidade de
Bacteroidetes (ex. Phocaeicola) que assumem nichos especializados na degradacao de
dietas complexas nesta fase. Esta mudanga taxondmica € consistente com a expansao de
familias como Ruminococcaceae e Lachnospiraceae, fundamentais para a fermentacao de
fibras e produgdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Rey et al., 2014; Yanez-ruiz
et al.,, 2015). A reducao relativa de lactobacilos no final do periodo pode refletir a
competicao ecologica descrita por Rey et al. (2014), onde a diversidade de Bacteroidetes
assume nichos especializados na degradacao de carboidratos complexos.

As alteragdes observadas nos periodos finais também podem ser interpretadas a
luz do processo de desmame e da transi¢cao nutricional associada. O desmame representa
um evento fisiologico e ecoldgico marcante, caracterizado pela reducdo da ingestdo de
dieta liquida e pelo aumento progressivo do consumo de alimentos so6lidos, o que modifica
substancialmente a disponibilidade de substratos fermentaveis no trato gastrointestinal.
Nesse contexto, microrganismos associados a digestdo de componentes simples do leite,
como os Lactobacillus, tendem a reduzir sua abundéancia relativa, enquanto tdxons

especializados na degradacdo de carboidratos complexos e fibras passam a ocupar nichos
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ecoldgicos dominantes. Assim, as diferengas observadas entre D30, D60 e D66 refletem
ndo apenas o avanco da idade cronoldgica, mas também a adaptacdo funcional do
microbioma intestinal ao periodo de transi¢ao alimentar imposto pelo desmame,
conduzindo a comunidade microbiana a um estado mais estavel e compativel com a dieta
solida e com a fisiologia digestiva do periodo poés-desmame (Rey et al., 2014; Yanez-ruiz;

Abecia; Newbold, 2015; Meale et al., 2017).

A aior Abundéncia Em: [ oa0 B

[ [e— Maior Abundancia em: D D60
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| Mediterraneibactel
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Figura 7. Variagdo da abundancia de géneros em comparagao ao final do experimento D66
(A) Variagdo da abundancia de géneros da fase intermediaria (D30 vs D66); (B) Ajustes finos

na composi¢ao microbiana na fase final (D60 vs D66)

A ordenagdo multivariada foi realizada utilizando a Analise de Coordenadas Principais
(PCoA), baseada na matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis, a partir das abundancias
relativas das unidades taxondmicas. Enquanto a diversidade alfa avaliou a riqueza dentro de
cada amostra, a diversidade beta permitiu visualizar a dissimilaridade entre as comunidades
ao longo do tempo. A andlise de coordenadas principais (PCoA), baseada na distancia de
Bray-Curtis, revelou um agrupamento distinto das amostras em fun¢do da idade dos animais.

Conforme demonstrado na Figura 8, o eixo principal (PCoAl), explicando 24,66% da
variacdo, separa claramente as amostras do periodo neonatal (24H, agrupadas a esquerda) das
fases de transicdo e acabamento. Observa-se uma migragdo temporal consistente onde, as

amostras de 24H formam um cluster isolado e as amostras de D15 e D30 ocupam uma posi¢ao
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intermedidria inferior, e, finalmente, as amostras de D60 e D66 agrupam-se na regido superior
direita.

Este padrao confirma que a idade ¢ o principal driver de variagdo na estrutura da
comunidade microbiana, superando o efeito de qualquer intervencao externa, um fenomeno
amplamente documentado na literatura de ruminantes (Jami et al., 2013). Além disso, observa-
se uma sobreposicao completa entre os elipses ou pontos dos grupos CONT (azul) e TRT
(laranja) em todos os periodos de coleta. Isso refor¢a que o tratamento nao induziu disbiose
estrutural significativa, permitindo que a sucessdo ecologica ocorresse de forma paralela ao

grupo controle.

Dia de Coleta @ 24+ 4 D15 M D30 - D60 (X D66 @ cont @ TRT
041
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X
N
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=
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<
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0
a
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PCoA1 (24.66%)

Figura 8. Grafico PCoA por tratamento e dia de coleta.

A andlise estatistica multivariada foi conduzida por meio da PERMANOVA (adonis2),
considerando os efeitos do tratamento (TREATMENT), do tempo de coleta (COLLECT) e da

interacdo entre esses fatores, com 9.999 permutacoes.

Tabela 9. Resultados da analise de varidncia multivariada permutacional (PERMANOVA)
baseada na distancia de Bray-Curtis para a composicao do microbioma intestinal de bezerros.

Fonte de variagdo Df Soma de R? F p-valor
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quadrados
Tratamento 1 0.2093 0,0072 0.9336 04493
Coleta (Tempo) 4 12,8378 0,4423 43128 0,0001
Tratamento 4 0,7332 0,0253 0,8174 0,7950
Coleta
Residuo 68 15.2481 0,5253 _ _
Total 77 29,0284 1,0000 _ _

Os resultados (tabela 9) indicaram que o tempo de coleta exerceu efeito sobre a estrutura
da comunidade microbiana intestinal (F = 14,3128; R? = 0,4423; p = 0,0001), explicando
aproximadamente 44,2% da variagdo total observada entre as amostras. Por outro lado, nao
foi observado efeito do tratamento sobre a B-diversidade (F = 0,9336; R? = 0,0072; p =
0,4493), indicando que o tratamento explicou apenas 0,72% da variacdo total da composicao
microbiana. Da mesma forma, a interagdo entre tratamento e tempo ndo apresentou efeito
significativo (F = 0,8174; R? = 0,0253; p = 0,7950), sugerindo que a dindmica temporal do
microbioma ocorreu de maneira semelhante nos grupos Controle e Tratamento.

Do ponto de vista bioldgico, esses resultados indicam que a idade dos bezerros foi o
principal fator determinante da estrutura do microbioma intestinal, corroborando estudos que
descrevem o periodo neonatal e pré-desmame como fases de intensa reorganizacao
microbiana. Trabalhos recentes demonstram que, nas primeiras semanas de vida, ocorre uma
sucessao ecologica rapida, com substitui¢gdo de microrganismos pioneiros por comunidades
mais complexas e funcionalmente estaveis, fendmeno fortemente associado ao
desenvolvimento fisioldgico do trato gastrointestinal. (Carrier et al., 2024; Meale et al., 2021;
Yafiez-ruiz et al., 2019.).

A auséncia de efeito significativo do tratamento sobre a diversidade beta esta de acordo
com relatos da literatura que indicam que intervencdes nutricionais ou aditivos tendem a
apresentar efeitos mais evidentes quando o ambiente ruminal e intestinal se encontra mais
funcionalmente estabelecido. Em bezerros jovens, a elevada plasticidade do microbioma pode
mascarar diferencas estruturais entre grupos, resultando em padrdoes de composi¢ao
semelhantes, especialmente quando avaliados por métricas globais como Bray-Curtis (Pitta et
al., 2014; Meale et al., 2017; Yanez-ruiz et al., 2019; Huuki et al., 2016.).

A analise de PERMANOVA pareada, baseada na distancia de Bray-Curtis, revelou
diferencas na composicao do microbioma intestinal (Figura 9) entre todos os dias de coleta
avaliados (p = 0,0001 para todas as comparagdes), evidenciando uma forte modulagao
temporal da comunidade microbiana ao longo do desenvolvimento das bezerras independente

do tratamento.
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Figura 9. Grafico PCoA por dia de coleta.

As comparagdes envolvendo o periodo de 24 horas apresentaram os maiores valores de
R?, indicando mudangas mais pronunciadas na estrutura microbiana entre o nascimento e 0s
periodos subsequentes. Destacam-se as comparagdes 24H vs. D30 (R? = 0,5080; F =30,97) e
24H vs. D66 (R* = 0,4670; F = 25,41), demonstrando que mais de 46% da variacdo na
composi¢ao microbiana foi explicada pelo avango da idade nesses intervalos. As comparagoes
entre periodos intermedidrios também foram significativas, porém com menores magnitudes
de efeito, como observado em D15 vs. D30 (R? = 0,1264) e D30 vs. D60 (R* = 0,2130),
indicando que, apos a colonizacao inicial, as mudangas na comunidade microbiana tornam-se
progressivamente mais graduais.

Mesmo entre os periodos finais (D60 vs. D66), foi observada diferenga (R? = 0,0813),
embora com o menor valor de explicagdo da variancia, sugerindo que o microbioma fecal ja
se encontrava em um estagio avangado de estabiliza¢cdo, com altera¢des estruturais mais sutis
e graduais. Esse comportamento € consistente com estudos longitudinais que demonstram que,
apos um periodo inicial de sucessdo ecoldgica intensa, a microbiota intestinal de ruminantes
jovens tende a apresentar menor variabilidade temporal, refletindo maior estabilidade
ecoldgica e funcional do ecossistema (Yéanez-ruiz et al., 2019; Lima et al., 2024).

De forma integrada, os resultados indicam que o microbioma intestinal dos bezerros

passa por profundas reorganizagdes estruturais nas primeiras semanas de vida, seguidas por



O© 0 I O »n s~ W N =

[\ I e e e e e T e T o T
S O 0 N N kA WD = O

51

um processo progressivo de matura¢ao e convergéncia composicional ao longo do periodo
experimental. Trabalhos prévios descrevem que essa trajetdoria de desenvolvimento
microbiano ¢ fortemente modulada pela idade, pela adaptagao fisioldgica do trato
gastrointestinal e pela consolidacdo do ambiente anaerobio intestinal, fatores que tendem a
reduzir a magnitude das diferencas entre periodos consecutivos 2 medida que os animais
envelhecem (Meale et al., 2017; Huuki et al., 2022).

A clara influéncia do tempo de coleta, associada a auséncia de interagdo tratamento X
tempo, reforca a interpretacdo de que a maturagao microbiana seguiu um padrao fisiologico
natural, independentemente do grupo experimental. Esse comportamento € consistente com
estudos que descrevem uma trajetdria comum de desenvolvimento do microbioma intestinal
em ruminantes jovens (Yafiez-ruiz et al., 2019; Demey et al., 2019; Lima et al., 2024),
marcada por convergéncia estrutural 2 medida que os animais envelhecem.

A modelagem linear multivariada (MaAsLin3), apresentada na Figura 10, integra os
dados de abundancia e prevaléncia para identificar os principais drivers de variacao
taxondmica. A analise corrobora que a idade (Tempo) foi o fator determinante na estruturacao
da comunidade, independente do tratamento. No painel esquerdo (Dot Plot), os coeficientes
betas negativos para Escherichia, Shigella, Klebsiella e Enterobacter nos dias 30 e 60
confirmam a redugdo significativa desses patdgenos oportunistas em relagdo ao basal. Em
contraste, géneros benéficos como Limosilactobacillus, Phocaeicola e Faecalibacterium

apresentam coeficientes positivos, indicando seu estabelecimento progressivo.
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Figura 10. Resumo global das associacdes significativas identificadas pelo modelo linear
multivariado (MaAsLin3).
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O mapa de calor (painel direito) detalha a significancia estatistica (p< 0.05, indicado por
asteriscos). Observa-se uma zona azul intensa (coeficientes negativos) para Escherichia e
Enterococcus no dia 66, validando a exclusdo competitiva desses grupos na fase final.
Crucialmente, a coluna referente ao efeito principal do tratamento (Group vs. TRT) e suas
interagdes com o tempo (Group TRT:Day) apresentam predominancia de cores neutras e
auséncia de significancia estatistica. Isso atesta que a suplementacao nao perturbou a trajetoria
natural de matura¢do do microbioma, preservando a sucessao ecologica desejavel observada
no grupo controle.

Do ponto de vista ecoldgico e funcional os resultados deste estudo evidenciam que o
desenvolvimento do microbioma fecal das bezerras, do nascimento até os 66 dias de vida,
seguiu um padrdo de sucessdo ecoldgica resiliente, caracterizado pela transi¢do de uma
comunidade dominada por proteobactérias facultativas para um ecossistema anaerdbio
complexo. Esta evolugdo ocorreu a despeito do desafio imposto pela administragdo terapéutica

de antibiodticos em todos os animais, fator que reconhecidamente exerce pressao seletiva sobre
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a microbiota e pode reduzir a diversidade microbiana (Y afiez-ruiz et al., 2015).

A predominancia inicial de géneros como Escherichia e Shigella nas primeiras 24 horas
reflete ndo apenas o ambiente intestinal rico em oxigénio do neonato, mas possivelmente uma
disbiose transitoria exacerbada pela pressdao antimicrobiana, favorecendo oportunistas
resistentes (Du et al., 2023). Sob a o6tica da sanidade, a presenca elevada destes patdgenos
potenciais representa um periodo de vulnerabilidade imunologica. No entanto, a elevacdo
significativa dos indices de diversidade (Shannon e Chaol) e a redugcdo da dominancia
(Simpson) ao longo do tempo demonstram a capacidade de recuperagao (resiliéncia) do
ecossistema intestinal.

A substitui¢do progressiva desses colonizadores iniciais por bactérias produtoras de
butirato, como Faecalibacterium e Phocaeicola, ¢ o estabelecimento de arqueias
metanogénicas (Methanobrevibacter) no dia 60, sdo indicadores diretos de restabelecimento
da saude intestinal e funcionalidade metabolica. A presenca destes microrganismos sugere a
restauragdo da barreira mucosa e a eficiéncia na fermentacao de fibras, processos essenciais
para o desempenho zootécnico e a exclusdo competitiva de patdogenos (Wang et al., 2014;
Claus-walker et al., 2024). Adicionalmente, a auséncia de diferengas na diversidade alfa e beta
entre os grupos (Controle vs. Tratamento) indica que a intervencao nutricional testada nao
interferiu negativamente no processo de recolonizagdo pos-antibidtico, podendo ter sido
afetada positivamente pelo sistema de criagdo coletivo. Em suma, o manejo empregado
permitiu que os animais superassem o desafio inicial e a exposi¢do a antimicrobianos,
alcangando, ao final do periodo de aleitamento, um estado de eubiose caracteristico de animais
maduros e saudaveis, conforme os modelos de adaptagdo a dieta solida descritos por Rey et

al. (2014) e Hares et al. (2025).

3.5.1 Efeito do antibidtico na coleta de fezes

Durante o periodo experimental, o uso de antibidticos ocorreu de forma pontual,
exclusivamente por indicacao clinica individual, sem aplicacao profilatica ou em nivel de lote.
Com o objetivo de avaliar possivel interferéncia sobre as analises do microbioma fecal, foi
realizado o cruzamento entre os periodos de medicacdo e as datas de coleta de fezes (tabela
10). Considerando uma janela de até tres dias anteriores a coleta, observou-se que apenas 4
amostras do D15 foram potencialmente expostas ao efeito residual do antibidtico, havendo
sobreposi¢do direta com periodos criticos de coleta exclusivamente de uma amostra. Dessa
forma, o uso de antibidticos foi considerado controlado e de impacto minimo sobre os padrdes

globais de diversidade e composi¢do microbiana observados no estudo.
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Os antimicrobianos utilizados durante o experimento foram exclusivamente
enrofloxacina (Baytril®/Enrofloxacina) e marbofloxacina (Marbox®), ambos administrados
por via intramuscular (IM). Esses farmacos apresentam rapida absor¢ao sist€émica apos a
aplicagcdo IM, com pico plasmatico em poucas horas. A enrofloxacina possui meia-vida de
eliminagdo relativamente curta em bovinos (aproximadamente 3—4 horas), enquanto a
marbofloxacina apresenta meia-vida um pouco mais prolongada (em torno de 8—10 horas),
embora ambas sejam caracterizadas por ampla distribuicdo tecidual e acdo bactericida
dependente da concentragdo. Considerando essas caracteristicas farmacocinéticas e o tempo
necessario para que possiveis alteragdes no microbioma intestinal se tornem detectaveis,
adotou-se uma janela de até trés dias (48—72 horas) antes da coleta para a classificagdo do

efeito residual do antimicrobiano sobre as amostras fecais, contemplando tanto o periodo de

absor¢ao quanto o atraso esperado entre a exposicao ao antibidtico e a resposta microbiana.

Tabela 10. Caracterizagdo dos animais quanto ao grupo experimental, datas de coleta e status
de exposicdo a antibidticos ao longo do periodo experimental.

ID | Grupo Coleta D15 Coleta D30 Coleta D60 Coleta D66
(EFEITO) (EFEITO) (EFEITO) (EFEITO)

1484 | Controle | 29/nov (AB-) 13/dez (AB-) 14/jan (AB-) 20/jan (AB-)
1485 | Trat. 01/dez (AB-) 13/dez (AB-) 14/jan (AB-) 20/jan (AB-)
1486 | Controle | 29/nov (AB-) 16/dez (AB-) 14/jan (AB-) 20/jan (AB-)
1487 | Trat. 30/mov (AB-) 13/dez (AB-) 14/jan (AB-) 20/jan (AB-)
1488 | Controle | 02/dez (AB-) 17/dez (AB-) 22/jan (AB-) 27/jan (AB-)
1489 | Trat. 02/dez (AB+) 17/dez (AB-) 21/jan (AB-) 27/jan (AB-)
1490 | Trat. 02/dez (AB+) 17/dez (AB-) 22/jan (AB-) 27/jan (AB-)
1491 | Controle | 02/dez (AB+) 17/dez (AB-) 21/jan (AB-) 27/jan (AB-)
1492 | Trat. 09/dez (AB-) 22/dez (AB-) 20/jan (AB-) 26/jan (AB-)

1493 | Controle

09/dez (AB-)

22/dez (AB-)

20/jan (AB-)

26/jan (AB-)

1494 | Controle 10/dez (AB-) 22/dez (AB-) -—- ---

1495 | Trat. 09/dez (AB-) 22/dez (AB-) 20/jan (AB-) 26/jan (AB-)
1496 | Controle 11/dez (AB-) 27/dez (AB-) 28/jan (AB-) 03/fev (AB-)
1497 | Trat. 11/dez (AB-) 26/dez (AB-) 28/jan (AB-) 03/fev (AB-)
1498 | Trat. 11/dez (AB-) 26/dez (AB-) 28/jan (AB-) 03/fev (AB-)
1499 | Controle | 11/dez (AB+) 26/dez (AB-) 28/jan (AB-) 03/fev (AB-)

A tabela apresenta a identificacdo dos animais (ID), o grupo experimental (Controle ou Tratamento) e
as datas de coleta nos dias D15, D30, D60 e D66, acompanhadas do status de exposicao a antibioticos.
A classificagdo AB— indica auséncia de efeito de antibidtico no periodo proximo a coleta, enquanto
AB+ indica presenca de efeito de antibidtico, considerando um periodo minimo de tres dias de
influéncia anterior a coleta. Simbolos “---” indicam auséncia de coleta no respectivo periodo.
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4. CONCLUSOES

A suplementagdo com o aditivo alimentar multicomponente nao exerceu
influéncia determinante sobre o crescimento, comportamento ingestivo ou na estrutura
global do microbioma fecal de bezerras leiteiras durante o periodo avaliado. Os efeitos
esperados desse tipo de intervengdo nutricional tendem a ser secundarios frente aos
processos fisiologicos naturais de desenvolvimento do trato gastrointestinal e de maturacao
microbiana. Adicionalmente, a criacao coletiva dos animais pode ter desempenhado papel
relevante na modulacdao da microbiota intestinal, favorecendo processos de recolonizagao
microbiana, especialmente apds episodios de diarreia e eventuais tratamentos com
antimicrobianos. Esse ambiente compartilhado pode ter contribuido para a
homogeneizagdo da microbiota entre os individuos, reduzindo possiveis diferencas
atribuiveis a suplementacdo e indicando que fatores de manejo podem exercer influéncia
mais marcante do que intervencdes nutricionais isoladas nesse periodo.

Durante o periodo neonatal e pré-desmame, o tempo e o estagio de
desenvolvimento fisiologico do animal constituem os principais determinantes da
organiza¢do do microbioma fecal e das respostas comportamentais, sobrepondo-se aos
efeitos de intervencdes nutricionais pontuais. Além disso, considerando que o aditivo
avaliado possui potencial de agdo predominantemente ruminal, seus efeitos podem nao ser
plenamente expressos nessa fase, caracterizada por um processo ainda em transi¢do de
funcionalidade e estabelecimento da atividade ruminal. Assim, a eficacia de aditivos com
esse perfil funcional depende do grau de maturidade do sistema digestivo, o que deve ser
considerado no delineamento e na interpretacdo de estudos conduzidos em fases iniciais da

vida.
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IMPLICACOES

O presente estudo amplia a compreensao sobre a dinamica do microbioma fecal
de bezerras leiteiras nas fases neonatal e pds-desmame, evidenciando que esse periodo €
marcado por intensa sucessao microbiana e elevada plasticidade ecologica. A trajetoria
observada, caracterizada por reorganizagao inicial seguida por maturagdo e estabiliza¢do
progressiva, reforca a importancia do tempo e do desenvolvimento fisioldgico como eixos
centrais na estruturacao do ecossistema intestinal. Nesse contexto, o sistema de criacao
coletiva emergiu como um fator central na modulagdo dos desfechos observados,
exercendo influéncia predominante sobre o desempenho, o comportamento ¢ a dinamica
microbiana dos animais. Essa condi¢ao pode ter contribuido para a homogeneizaciao dos
grupos experimentais, limitando a expressao de efeitos especificos atribuiveis ao aditivo.
Os resultados também indicam que, em sistemas de criacao coletiva, os efeitos ambientais
e sociais podem superar os impactos de intervengdes nutricionais isoladas, ressaltando a
necessidade de considerar o sistema de criagdo como um componente estruturante nos
estudos sobre microbioma, sanidade e desempenho animal.

A associacdo entre eventos sanitarios precoces, como episodios de diarreia, € a
fase de maior instabilidade microbiana destaca o periodo neonatal como uma janela critica
para intervengdes de manejo voltadas a satde intestinal. Ao mesmo tempo, a capacidade
de reorganizagdo observada nas fases subsequentes evidencia a resiliéncia do microbioma
em condi¢des de manejo adequadas. A inclusdo da avaliagdo comportamental permitiu uma
abordagem integrada da satde e do bem-estar animal, demonstrando que altera¢des no
padrao de repouso e atividade podem fornecer informagdes complementares relevantes
sobre a adaptacao fisiologica dos bezerros ao ambiente e aos desafios enfrentados ao longo
do desenvolvimento. Por fim, este trabalho contribui para o avango do conhecimento ao
integrar microbioma fecal, sanidade e comportamento em uma abordagem
multidimensional, reforcando o potencial dessa estratégia para o monitoramento do
desenvolvimento e do bem-estar de bezerras leiteiras. Esses achados fornecem subsidios
para o delineamento de futuras investigacdes que explorem interveng¢des nutricionais em
fases mais avangadas de desenvolvimento ou em sistemas de manejo com maior controle

experimental.



MATERIAL SUPLEMENTAR

Niveis de garantia aditivo multicomponente

Componente Nivel garantido
Omega 3 >295,35 mg/kg
Omega 6 >2.013,00 mg/kg
Omega 9 > 1.880,00 mg/kg
Acido oleico >1.708,74 mg/kg
Acido linoleico >2.013,00 mg/kg
Acido alfa-linolénico > 295,35 mg/kg
Cromo organico > 50,00 mg/kg
Zinco organico >1.050,00 mg/kg

Mananoligossacarideo (MOS) > 6.000,00 mg/kg
Saccharomyces cerevisiae > 1x10"* mg/Kg ou 1 x 10" UFC/kg

Matriz nicleo comercial da racio + farelo de soja

Componente Nivel garantido
Nutrientes digestiveis totais (NDT) > 610,0 g/kg
Proteina bruta (PB) >348,0 g/kg
Extrato etéreo (EE) >10,0 g’kg
Matéria mineral (MM) <230,0 g/kg
Fibra bruta (FB) <125,0 glkg

Fibra em detergente acido (FDA) <200,0 g/kg

Calcio (Ca) 70,0 — 80,0 g/kg
Fosforo (P) >11,0 g/lkg
Enxoftre (S) > 1.540,0 mg/kg
Magnésio (Mg) > 1.540,0 mg/kg
Potassio (K) >2.200,0 mg/kg
Sodio (Na) > 8.800,0 mg/kg
Cobalto (Co) > 5,5 mg/kg
Cobre (Cu) 176,0 mg/kg
Ferro (Fe) >308,0 mg/kg
lIodo (I) > 8,8 mg/kg
Manganés (Mn) >352,0 mg/kg
Selénio (Se) > 3,96 mg/kg
Zinco (Zn) >704,0 mg/kg
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