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EFEITOS DA COMBINAGAO DE MONENSINA SODICA E LEVEDURAS SOBRE O
DESEMPENHO, COMPORTAMENTO INGESTIVO E METABOLOMA SERICO DE
BOVINOS NELORE CONFINADOS

RESUMO: O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da associagcdo de
monensina sddica com levedura viva (MLY) ou com cultura de levedura (MYC) em
dietas de terminagao para bovinos Nelore confinados. Foram utilizados 96 bovinos
Nelore machos nao castrados, com peso corporal inicial de 367.34 + 15.18 kg,
distribuidos em delineamento em blocos casualizados. Os animais foram alocados em
dois tratamentos: MLY (monensina sodica a 27 mg/kg de MS + Levedura viva a 2
g/animal/dia) e MYC (monensina sédica a 27 mg/kg de MS + Cultura de levedura a
3.5 g/animal/dia). O periodo experimental teve duragao de 118 dias. Foram avaliados
o desempenho, o comportamento ingestivo, parametros sanguineos e o metaboloma
sérico dos animais. Nao houve efeito dos tratamentos (P > 0.05) sobre o consumo de
matéria seca, ganho médio diario, eficiéncia alimentar e rendimento de carcaca.
Entretanto, os animais alimentados com MLY apresentaram maior peso corporal final
(P =0.026) e maior peso de carcaga quente (P = 0.050) em comparagao aos animais
do tratamento MYC. Os parametros sanguineos nao foram influenciados pelos
tratamentos, embora tenha sido observada interacéo entre tratamento e periodo para
as concentragdes de glicose, proteina total e albumina. Em relagdo ao comportamento
ingestivo, os animais do grupo MLY apresentaram, no primeiro periodo de avaliagao,
maior tempo em &cio, maior tempo de ruminagao, maior eficiéncia de ruminagao da
matéria seca e da fibra em detergente neutro, além de maior tempo médio por refeicao
€ maior ingestao de matéria seca por refeicao. Também foram observados efeitos de
periodo e interacbes tratamento x periodo para a maioria das variaveis
comportamentais avaliadas. Adicionalmente, os animais alimentados com MYC
apresentaram maior selegéo de particulas longas no segundo periodo experimental.
A analise metaboldmica realizada aos 8 dias identificou 28 metabdlitos
diferencialmente abundantes, sendo que as principais vias metabolicas afetadas
incluiram o metabolismo dos glicerofosfolipidios, o0 metabolismo das pirimidinas, a
biossintese primaria de acidos biliares e o metabolismo dos esfingolipidios. Aos 97
dias, também foram identificados 28 metabdlitos diferencialmente abundantes, sendo
as vias significativamente impactadas do metabolismo dos esfingolipidios, o
metabolismo dos glicerofosfolipidios, o metabolismo de um carbono mediado pelo
folato e 0 metabolismo da cisteina e da metionina. O metaboloma sérico demonstrou
que bovinos Nelore alimentados com MLY apresentaram maior impacto sobre o
metabolismo de glicerofosfolipidios, das pirimidinas e de um carbono, o que
provavelmente contribuiu para o melhor desempenho observado apds o periodo de
adaptacao ao confinamento.

Palavras-Chave: lonéforos, leveduras, metabdlitos, confinamento



EFFECTS OF THE COMBINATION OF SODIUM MONENSIN AND YEAST ON THE
PERFORMANCE, FEEDING BEHAVIOR, AND SERUM METABOLOME OF
FEEDLOT NELLORE CATTLE

ABSTRACT: The objective of this study was to compare the effects of combining
sodium monensin with live yeast (MLY) or yeast culture (MYC) in finishing diets for
feedlot-finished Nellore cattle. Ninety-six intact male Nellore cattle, with an initial body
weight of 367.34 + 15.18 kg, were used in a randomized complete block design.
Animals were assigned to two treatments: MLY (sodium monensin at 27 mg/kg DM +
live yeast at 2 g/animal/day) and MYC (sodium monensin at 27 mg/kg DM + yeast
culture at 3.5 g/animal/day). The experimental period lasted 118 days. Animal
performance, ingestive behavior, blood parameters, and serum metabolome were
evaluated. There was no treatment effect (P > 0.05) on dry matter intake, average daily
gain, feed efficiency, or carcass yield. However, animals fed MLY exhibited higher final
body weight (P = 0.026) and hot carcass weight (P = 0.050) compared to those in the
MYC treatment. Blood parameters were not influenced by treatments, although an
interaction between treatment and period was observed for glucose, total protein, and
albumin concentrations. Regarding ingestive behavior, during the first evaluation
period, the MLY group showed longer idle and rumination times, higher rumination
efficiency for dry matter and neutral detergent fiber, as well as longer mean meal
duration and greater dry matter intake per meal. Period effects and treatment x period
interactions were also observed for most behavioral variables evaluated. Additionally,
animals fed MYC exhibited greater selection of long particles during the second
experimental period. Metabolomic analysis performed at 8 days identified 28
differentially abundant metabolites; the main metabolic pathways affected included
glycerophospholipid metabolism, pyrimidine metabolism, primary bile acid
biosynthesis, and sphingolipid metabolism. At 97 days, 28 differentially abundant
metabolites were also identified, with significantly impacted pathways including
sphingolipid metabolism, glycerophospholipid metabolism, folate-mediated one-
carbon metabolism, and cysteine and methionine metabolism. The serum metabolome
revealed that Nellore cattle fed MLY experienced a greater impact on
glycerophospholipid, pyrimidine, and one-carbon metabolism, which likely contributed
to the superior performance observed following the feedlot adaptation period.

Keywords: lonophores, yeasts, metabolites, feedlot



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS
1. Introdugao

O uso de dietas com alto teor de concentrado para bovinos confinados é uma
estratégia amplamente adotada por nutricionistas brasileiros (Monsalve e Millen,
2025). Esse tipo de dieta favorece a terminag&o dos animais em confinamento, uma
vez que proporciona maior energia liquida de ganho a um custo inferior em relagdo as
dietas com elevada propor¢ado de volumoso, além de melhorar o desempenho e a
eficiéncia alimentar (Krebiehl et al., 2006). Por outro lado, dietas com alto teor de
concentrado estdo associadas a uma maior incidéncia de disturbios metabdlicos
(Nagaraja et al., 1998; Owens et al., 1998). Diante desse desafio, a adocéo de
estratégias de manejo nutricional, como a adaptacédo gradual dos animais a dietas
ricas em graos, o adequado manejo de cocho, formulagdes balanceadas quanto a
relagéo fibra:concentrado e o uso de aditivos alimentares, € fundamental para reduzir
a ocorréncia e a severidade desses disturbios, garantindo desempenho e eficiéncia
produtiva (Schwartzkopf-Genswein et al., 2003; Bevans et al., 2005; Nagaraja e
Lechtenberg, 2007; Gonzalez et al., 2012).

A utilizagado de aditivos em dietas com elevado teor de concentrado representa
uma importante estratégia nutricional para promover a saude e otimizar a eficiéncia
ruminal e produtiva em sistemas de terminagcao de bovinos de corte (Marques e
Cooke, 2021). Entre esses aditivos, os iondforos sdo amplamente estudados e
utilizados na nutricdo de animais ruminantes devido a sua capacidade de modular a
fermentacao ruminal e reduzir a incidéncia de disturbios metabdlicos como a acidose
ruminal (Russell e Strobel, 1989; Nagaraja et al., 1997). No contexto pratico da
industria de confinamento, levantamentos realizados com nutricionistas no Brasil e
nos Estados Unidos indicam que a monensina permanece como o iondforo mais
amplamente utilizado em dietas de terminacido de bovinos em confinamento
(Samuelson et al., 2016; Monsalve e Millen et al., 2025). Esses dados reforgam nao
apenas a relevancia técnica dos ionéforos, bem como sua importancia econémica
dentro dos sistemas intensivos de producéo de carne bovina.

Em dietas para bovinos, a utilizagdo da monensina esta principalmente

associada a capacidade de modular a fermentagcédo ruminal, promovendo alteracées

12



na populagao microbiana e no perfil de produgao de acidos graxos de cadeia curta no
ruimen (Bergen e Bates, 1984). Além disso, beneficios adicionais sdo observados e
incluem a reducédo da desaminacao da proteina dietética e a diminui¢cdo da producao
de acido latico (Russell e Strobel, 1989). Consequentemente, observa-se aumento da
disponibilidade de energia e na reteng¢ao de nitrogénio, o que melhora a eficiéncia de
utilizacdo dos nutrientes pelos ruminantes. Como resultado, ha incremento ou
manutengdo no ganho de peso diario e redugdo no consumo de matéria seca, o que
promove maior eficiéncia alimentar (Tedeschi et al., 2003; Duffield et al., 2012).

Outros aditivos também tém sido estudados na nutricido de ruminantes, entre
0s quais se destacam as leveduras e seus produtos, como levedura viva, parede
celular de levedura e cultura de levedura (Scarpellini et al., 2021). Esses aditivos estéo
associados a remog¢ao do oxigénio no rumen e ao estimulo do crescimento de
bactérias celuloliticas e utilizadoras de acido latico (Newbold et al., 1996;
Chaucheyras-Durand et al., 2016; Ogunade et al., 2019). Como consequéncia,
observam-se melhorias na digestdo dos nutrientes e redugao do risco de ocorréncia
de acidose ruminal (Crossland et al., 2018; Amin e Mao, 2021).

A associagao entre diferentes aditivos, com o objetivo de promover efeitos
sinérgicos, tem sido investigada em diversos estudos, visando ao aumento da
eficiéncia produtiva e da saude dos animais (Rigueiro et al., 2020; Ceconi et al., 2022).
Considerando os efeitos ja descritos para a monensina e para os produtos a base de
leveduras, € pertinente supor que a combinacdo desses aditivos possa resultar em
melhorias no desempenho e na imunidade dos animais. Nesse sentido, a associagao
de leveduras com antimicrobianos tem demonstrado potencial para melhorar o
desempenho, tanto na fase de adaptacdo quanto ao longo de todo o periodo de
confinamento (Ribeiro et al., 2025; Neumann et al., 2025). No entanto, de acordo com
a literatura disponivel, ndo ha estudos que tenham comparado diretamente a
combinagdo de monensina com levedura viva ou com cultura de levedura em dietas
para bovinos confinados.

Diante dessa lacuna na literatura cientifica, objetivou-se avaliar os efeitos da
combinagdo de monensina com levedura viva ou com cultura de levedura em dietas
de terminacdo, sobre o desempenho, comportamento alimentar, parametros

sanguineos e metaboloma sérico de bovinos Nelore em confinamento.
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2. Revisao de Literatura
2.1 lonéforos

Inicialmente, os iondforos destacaram-se pela eficacia no controle da
coccidiose em aves; posteriormente, seu uso expandiu-se para ruminantes. Em 1976,
foram aprovados como aditivos alimentares nos Estados Unidos para aumentar a
eficiéncia alimentar de bovinos confinados, e em 1978, autorizados para elevar o
ganho médio diario de bovinos em pastejo (Nagaraja et al., 1997). Assim, os ion6foros
formam um grupo de compostos amplamente utilizados, com efeitos positivos como
aditivos na alimentacdo de diversas espécies animais (Schelling, 1984). Dentre os
principais, destacam-se monensina, lasalocida, salinomicina e narasina (Marques e
Cooke, 2021). Esses antibidticos poliéteres carboxilicos, produzidos por cepas de
Streptomyces spp., recebem esse nome por transportarem ions através de
membranas celulares.

A molécula dos iondforos possui exterior hidrofobico e interior hidrofilico
(Russell e Strobel, 1989), permitindo formar complexos lipossoluveis com cations e
mediar seu transporte através de barreiras lipidicas (Pressman, 1976). Seu objetivo
principal € modular a microbiota ruminal, selecionando bactérias Gram-negativas e
inibindo Gram-positivas. As bactérias Gram-negativas possuem envoltério composto
por parede celular e membrana externa de proteinas, lipoproteinas e
lipopolissacarideos, com porinas que permitem a passagem de moléculas de até ~600
Da. Como a maioria dos iondforos excede esse limite molecular, ndo conseguem
atravessar essas porinas, o que confere resisténcia a esse grupo bacteriano. Ja as
Gram-positivas possuem apenas uma camada espessa de peptidoglicano porosa,
tornando-se suscetiveis aos ionéforos (Morais et al., 2006). Protozoarios e fungos,
sem membrana externa protetora, também sao sensiveis (Dennis et al., 1986).

Em condi¢des normais, bactérias mantém alta concentragao intracelular de K*
e baixa de Na* em relagao ao meio extracelular (Russell, 1987), gradiente essencial
para a homeostase. Os iondforos aderem a membrana lipidica e carreiam cations de
alta afinidade para o interior celular (Russell e Strobel, 1989), reduzindo K* intracelular,
acidificando o pH e elevando Na* (Russell, 1987). Para restaurar o equilibrio, bactérias
suscetiveis ativam bombas Na*/K*-ATPase ou H*-ATPase, expelindo Na* e H* —

processo que consome alto ATP e esgota reservas energéticas (Morais et al., 2006;
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Marques e Cooke, 2021). Isso inibe seletivamente Gram-positivas, favorecendo Gram-
negativas e alterando a fermentagao ruminal.

Essa modulagdo altera os produtos da fermentagdo ruminal. Os iond6foros
reduzem a producao de lactato, seja pela inibigcdo de bactérias acido-laticas, seja pela
diminuicdo do tamanho das refeigcbes (Owens et al., 1998), contribuindo para a
prevencado da acidose ruminal ao favorecer a elevagdo do pH em dietas ricas em
concentrado (Nagaraja et al., 1981). Além disso, promovem aumento na producao de
propionato (Ellis et al., 2012), sendo este o unico precursor gliconeogénico direto e
responsavel por cerca de 27 a 54% da glicose hepatica em condi¢des de dieta com
alto concentrado (Huntington, 1997). Adicionalmente, o propionato atua como um
sumidouro de hidrogénio, contribuindo para a reducdo da produgdo de metano ao
diminuir a disponibilidade desse substrato para os microrganismos metanogénicos
(Ellis et al., 2012). Esse efeito € desejavel, uma vez que entre 2 e 12% da energia
bruta consumida pode ser perdida na forma de metano, assim, a mitigacao dessas
perdas contribui para maior eficiéncia na utilizacdo da energia da dieta (Johnson e
Johnson, 1995).

As alteracdes na fermentacao ruminal promovidas pelos ionéforos também se
refletem no metabolismo do nitrogénio. Nesse contexto, os ionodforos reduzem a
protedlise e a desaminagao ruminal (Goodrich et al., 1984). A maior sensibilidade de
microrganismos Gram-positivos, como Peptostreptococcus e Clostridium, contribui
para a redugao da degradagédo de aminoacidos, uma vez que essas bactérias utilizam
esses compostos como substrato para o seu crescimento (Russell e Strobel, 1989).
Como consequéncia, a diminuicdo da concentragao de amédnia ruminal associada ao
uso de iondforos esta relacionada a redugcdo de microrganismos que utilizam
aminoacidos e peptideos para crescimento (Yang e Russell, 1993). Dessa forma, ha
maior disponibilidade de peptideos e aminoacidos no rumen, o que pode favorecer o
crescimento microbiano quando ha adequada disponibilidade e fermentacdo de
carboidratos (Argyle e Baldwin, 1989). Portanto, o uso de ionéforos reduz a protedlise
e a producao de amdnia ruminal, podendo aumentar o fluxo de proteina ao intestino
delgado em bovinos. Esse mecanismo pode, em parte, explicar as melhorias no
desempenho e na eficiéncia produtiva de bovinos de corte (Marques e Cooke, 2021).
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Os efeitos decorrentes da suplementacdo com ionéforos podem otimizar o
metabolismo energético e do nitrogénio. Dessa forma, ocorre redugao nas perdas de
nutrientes, resultando em melhor aproveitamento pelos animais. Esse conjunto de
respostas justifica o uso de ionoforos na nutricdo de bovinos de corte, uma vez que
promove melhorias no desempenho e na eficiéncia alimentar, além de contribuir para
a sustentabilidade dos sistemas de produgédo, por meio da redugdo das perdas
energéticas na forma de metano e da menor excregao de compostos nitrogenados no
ambiente (Goodrich et al., 1984; Tedeschi et al., 2003; Duffield et al., 2012; Ribeiro et
al., 2025).

2.2 Monensina sddica

A monensina sodica é produzida por uma cepa de Streptomyces
cinnamonensis e pertence a classe dos compostos poliéteres carboxilicos
(Richardson et al., 1976). Classificada como um antibiético iondforo, a monensina é
capaz de formar complexos lipossoluveis com cations, mediando seu transporte
através de membranas lipidicas (Nagaraja, 1995). Ela atua favorecendo o influxo de
Na* e a saida de H*, apresentando afinidade pelo Na* cerca de dez vezes maior do
que pelo K* (Pressman et al., 1976). Essas caracteristicas permitem que a monensina
atue de forma eficiente sobre a microbiota ruminal, alterando os padrbes de
fermentacdo e gerando efeitos sobre aspectos produtivos dos animais (Marques e
Cooke, 2021).

A suplementacédo de bovinos com monensina promove altera¢gdes na relagao
acetato:propionato no rumen (Richardson et al., 1976). Estudos demonstraram que a
monensina exerce acao inibitéria sobre bactérias Gram-positivas produtoras de
hidrogénio e formiato, ao mesmo tempo em que favorece o crescimento de
microrganismos Gram-negativos produtores de succinato e propionato (Chen e Wolin,
1978; Van Nevel e Demeyer, 1977). Como consequéncia, observa-se aumento na
producao de propionato em detrimento do acetato, resultando em modificagdes no
perfil de AGCC no rumen (Schelling, 1984). Ellis et al. (2012) realizaram uma
metanalise com o objetivo de avaliar os efeitos da monensina sobre a producao de
AGCC e verificaram que as alteracdes nas propor¢coes molares de acetato, propionato

e butirato foram dependentes da dose de monensina na dieta (0 a 40 mg/kg de MS),
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sendo que o propionato apresentou aumento consistente com a elevagao da dose,
enquanto o butirato apresentou maior variabilidade de resposta e o acetato foi o
menos afetado. Além dos efeitos sobre a fermentagdo ruminal, a monensina também
inibe a desaminacdo de aminoacidos por bactérias Gram-positivas, reduzindo a
protedlise e a deaminagdo ruminal, o que contribui para maior eficiéncia no
aproveitamento do nitrogénio dietético (Russell e Strobel, 1989; Van Nevel e Demeyer,
1977).

Em bovinos confinados, dietas com elevada proporgédo de grdos promovem
aumento na produgdo e na absorgdo ruminal de propionato, resultando em maior
disponibilidade de substrato gliconeogénico para o figado, onde é metabolizado no
ciclo do acido citrico. A oxidag&o hepatica do propionato esta associada a geragao de
sinais metabdlicos enviados ao sistema nervoso central, contribuindo para a regulagéo
da ingestao alimentar por meio da indugao da saciedade. Esse mecanismo € descrito
pela teoria da oxidacdo hepatica (Allen et al., 2009). Embora ainda n&o esteja
completamente elucidada, essa teoria € amplamente aceita e sugere que a redugéo
no CMS observada em animais suplementados com monensina esteja relacionada ao
aumento da produgado de propionato no rumen e a sua subsequente oxidagao no
figado, intensificando os sinais de saciedade. Nesse contexto, os efeitos combinados
da modulagao da producao de AGCC e da redugao da protedlise ruminal contribuem
para explicar a melhora nos parametros produtivos quando a monensina € incluida
nas dietas de bovinos confinados.

Os efeitos da monensina sobre parametros produtivos foram amplamente
investigados em estudos de revisao e metanalises. Goodrich et al. (1984) compilaram
dados de 228 ensaios envolvendo 11.274 bovinos alimentados com dietas controle ou
suplementadas com monensina. Os autores observaram que a inclusao de monensina
promoveu aumento de 1.6% no GPD, reducgao de 6.4% no CMS e, consequentemente,
melhora de 7.5% na EA. Adicionalmente, verificou-se que a monensina proporcionaria
maior eficiéncia alimentar em dietas contendo 2.9 Mcal de energia metabolizavel/kg
de MS, enquanto doses superiores a 31.8 £ 7.5 mg/kg de MS né&o resultariam em
ganhos adicionais em relagdo as concentragcées mais baixas.

Em revisdo conduzida por Tedeschi et al. (2003), observou-se que a inclusao

de 28 mg/kg de MS de monensina em dietas contendo 90% de concentrado, reduziu
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em 4% o CMS, aumentou 1.5% o GPD e melhorou em 5.3% a EA. Nesse mesmo nivel
de concentrado, a inclusdo de 33 mg/kg de MS promoveu redugéo de 6.4% no CMS,
aumento de 1.8% no GPD e melhora de 8% na EA. Quando os autores avaliaram
dietas com 40% de concentrado, mantendo-se as doses de monensina (28 e 33 mg/kg
de MS), observaram redugbdes semelhantes no CMS. Entretanto, os ganhos em
desempenho foram mais expressivos, com aumentos de 4.5% e 6% no GPD e
melhorias de 7.9% e 11.2% na EA para as doses de 28 e 33 mg/kg de MS,
respectivamente, sugerindo que os efeitos da monensina sobre o GPD sdo mais
pronunciados em dietas com menor propor¢ao de concentrado.

Para avaliar os efeitos da suplementagao de monensina e identificar possiveis
fontes de heterogeneidade nas respostas produtivas de bovinos confinados, Duffield
et al. (2012) conduziram uma metanalise sobre os impactos da monensina no CMS,
GPD e na EA. Os autores relataram dose média de 28.1 mg/kg de MS entre os estudos
avaliados, a qual esteve associada a um aumento de 6.4% na EA, reducao de 3% no
CMS e incremento de 2.5% no GPD. Adicionalmente, foi observado efeito linear da
dose de monensina sobre essas variaveis, com respostas mais pronunciadas na
melhoria da EA e na redugao do CMS em niveis mais elevados de inclusao. Por outro
lado, o incremento no GPD apresentou resposta decrescente a medida que a dose de
monensina aumentou, indicando que ajustes na dose devem considerar 0 objetivo
produtivo. Dessa forma, a literatura reporta de maneira consistente os efeitos
benéficos da inclusdo de monensina em dietas de bovinos de corte em confinamento,
com recomendacdes de dose situadas entre 28 e 33 mg/kg de MS para a obtencao
de respostas produtivas satisfatérias. Ressalta-se, entretanto, que as respostas a
monensina e as doses recomendadas sao influenciadas pelo tipo de dieta, sistema de

alimentacao e categoria animal (Ribeiro et al., 2025).

2.3 Leveduras

Produtos a base de leveduras tém sido amplamente utilizados na nutricao de
ruminantes devido ao seu potencial de melhorar o ambiente ruminal e favorecer o
desempenho animal (Robinson, 2010). Entre as espécies empregadas, destaca-se
Saccharomyces cerevisiae, amplamente estudada principalmente nas formas de

cultura de levedura e levedura viva (Adams et al., 1981; Phillips € Vontungeln, 1985;
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Newbold et al., 1996; Chaucheyras-Durand et al., 2008). A cultura de levedura é obtida
pela fermentagdo de um substrato por S. cerevisiae, preservando, além da biomassa
microbiana, os metabdlitos produzidos durante esse processo, como vitaminas,
peptideos, acidos organicos e outros compostos bioativos. Em contraste, a levedura
viva é constituida predominantemente por células viaveis de S. cerevisiae, fornecidas
isoladamente ou associadas a uma pequena quantidade de veiculo, apresentando
elevada concentragdo de microrganismos metabolicamente ativos (Lynch e Martin,
2002; Gao e Geng, 2022). Dessa forma, a levedura viva é reconhecida por exercer
predominantemente efeitos probidticos, enquanto a cultura de levedura, em razéo da
presenca de metabdlitos produzidos durante a fermentacéao, é considerada uma fonte
de compostos com atividade prebidtica (Alugongo et al., 2017).

A literatura demonstra que os efeitos das leveduras estdo associados
principalmente a modulacdo do ambiente ruminal (Fonty e Chaucheyras-Durand,
2006; Denev et al., 2007). Dentre os mecanismos propostos, destaca-se a capacidade
das leveduras de reduzir a concentracdo de oxigénio residual por meio de sua
atividade respiratéria, criando condigdes mais favoraveis para as bactérias
estritamente anaerdbias (Newbold et al., 1996). Adicionalmente, sugere-se que
leveduras vivas competem com Streptococcus bovis por substratos, o que pode limitar
o0 crescimento e a atividade dessa bactéria no ambiente ruminal. Além disso, as
leveduras podem estimular o desenvolvimento de bactérias utilizadoras de lactato,
como Megasphaera elsdenii, contribuindo para a manutengéo da estabilidade ruminal
(Chaucheyras et al., 1996). Também existem evidéncias de estimulo a populacao de
bactérias fibroliticas, como Fibrobacter succinogenes e Ruminococcus spp.,
favorecendo a digestado da fibra (Chaucheyras-Durand et al., 2016).

Os resultados observados nos estudos individuais sao reforgcados pelas
metanalises disponiveis na literatura. Desnoyers et al. (2009), ao avaliarem
experimentos com bovinos leiteiros, observaram aumentos modestos no pH ruminal,
concentragdo de AGCC e digestibilidade da matéria organica. Em bovinos de corte,
Batista et al. (2022) e Torres et al. (2022) confirmaram melhoras consistentes nos
parametros ruminais e digestibilidade dos nutrientes, porém com efeitos modestos
sobre desempenho produtivo.
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De forma geral, as evidéncias na literatura indicam que os efeitos das leveduras
sobre o ambiente ruminal sdo mais consistentes do que seus impactos sobre
desempenho produtivo. Melhorias em pH ruminal, digestibilidade, fermentacdo e
metabolismo frequentemente ndo se traduzem em aumentos expressivos no CMS,
GPD ou EA (Desnoyers et al., 2009; Batista et al., 2022; Torres et al., 2022). Ainda
assim, os produtos a base de levedura demonstram potencial para promover maior
estabilidade ruminal, melhor aproveitamento dos nutrientes e efeitos antioxidantes e
imunomoduladores, especialmente em situagdes de desafio nutricional, transicdes

dietéticas e dietas com elevado teor de concentrado.

2.4 Uso combinado de monensina e leveduras

A maioria dos estudos que avaliaram a inclusao de leveduras em dietas para
bovinos confinados investigou seu uso de forma isolada, frequentemente em
comparagao aos ionoforos. No entanto, poucos trabalhos tém avaliado a associagao
entre esses dois aditivos. O CMS e a fermentacdo ruminal sdo variaveis
frequentemente afetadas por ambos, embora por mecanismos distintos. Erasmus
(2000) sugeriu que as leveduras podem complementar a acdo dos iondforos ao
atenuar a redugao do CMS causada por esses aditivos, além de promover possiveis
efeitos sinérgicos no ambiente ruminal. Esses efeitos incluem o estimulo ao
crescimento de bactérias fibroliticas e utilizadoras de acido latico pelas leveduras e a
inibicdo de bactérias produtoras de acido latico pelos ionéforos, o que pode contribuir
para a melhora da digestibilidade da fragéo fibrosa da dieta e reduzir a incidéncia de
acidose.

Em estudo com ovinos, Garcia et al. (2000) avaliaram os efeitos da cultura de
levedura (Saccharomyces cerevisiae) e da monensina, utilizadas de forma isolada ou
combinada, sobre a fermentag&o ruminal e a digestibilidade dos nutrientes. Os autores
nao observaram efeitos dos tratamentos sobre a digestibilidade da matéria seca (MS)
e da fibra em detergente neutro (FDN). Entretanto, a monensina, tanto isolada quanto
associada a cultura de levedura, promoveu redugao da proporgdo molar de acetato e
aumento da propor¢cdo de propionato, sem alterar as propor¢cdes de butirato, em
comparagao ao controle (sem aditivo) e ao uso isolado da cultura de levedura. Dessa

forma, o aumento da propor¢ao molar de propionato observado no tratamento
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combinado foi atribuido a agdo da monensina, uma vez que os resultados foram
semelhantes aos obtidos com seu uso isolado.

Em vacas leiteiras, Erasmus et al. (2005) avaliaram o uso de monensina (10
mg/kg de MS), cultura de levedura (2.550 mg/kg de MS) e a combinagdo de ambos os
aditivos em vacas no periodo de transi¢cao, observando respostas semelhantes entre
os tratamentos para produgao e composi¢ao do leite e CMS. Segundo os autores, a
dose relativamente baixa de monensina utilizada pode ter contribuido para a auséncia
de efeitos significativos. Além disso, uma possivel explicagdo para a falta de resposta
a associacao € que a monensina possa ter suprimido, em vez de potencializado, os
efeitos da cultura de levedura. Em contraste, Diepersloot et al. (2024) avaliaram a
combinagdo de monensina (19.8 mg/kg de MS) e levedura viva (Saccharomyces
cerevisiae; 1 x 10" UFC/animal/dia) em vacas em lactag&o e observaram reducéo do
CMS e melhora da eficiéncia alimentar com o uso combinado dos aditivos em
comparagao ao controle, sem alteragdes na produgao de leite. Além disso, verificou-
se aumento da digestibilidade da MS e da matéria organica (MO) tanto com o uso
isolado dos aditivos quanto com sua associagao.

Em bovinos de corte confinados, Pancini et al. (2020) avaliaram a
suplementagao com monensina (30 mg/kg de MS) associada a um produto a base de
levedura (16 g/animal/dia) e nao observaram efeitos adicionais da associagdao em
comparagao ao uso isolado da monensina sobre o desempenho ou as caracteristicas
de carcaca. Os autores concluiram que a monensina, ao otimizar o ambiente ruminal,
pode ter limitado os potenciais beneficios da levedura. Além disso, sugeriram que o
produto a base de levedura poderia apresentar maior eficacia em situacdes de
estresse, como calor ou adaptagao ao confinamento, nas quais o aumento do CMS é
desejavel, mas pode ser comprometido pelo uso da monensina.

A distingado entre levedura viva e cultura de levedura tem se mostrado relevante
para interpretar as respostas a associagdo com ionoforos. Geng et al. (2016)
compararam a suplementagdo com levedura seca ativa (0.8 g/animal/dia) e cultura de
levedura (50 g/animal/dia) em dietas de bovinos de corte contendo monensina (34.5
mg/kg de MS). Os animais suplementados com levedura seca ativa apresentaram
peso de carcaga quente superior ao do tratamento controle e com cultura de levedura.

Com base nesses resultados, os autores sugeriram que a monensina pode ter limitado
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os efeitos da cultura de levedura, uma vez que levedura seca ativa e cultura de
levedura atuam por diferentes mecanismos de agdo no rumen.

Os mecanismos pelos quais levedura viva e cultura de levedura exercem
efeitos distintos tém sido melhor caracterizados em estudos que, embora ndo tenham
incluido iondforos, fornecem base mecanistica para interpretar os resultados da
associagao. Gao e Geng (2022) avaliaram os efeitos desses dois produtos sobre a
microbiota e o metaboloma ruminal de bovinos em terminagao e observaram que a
suplementacdo com levedura viva aumentou a diversidade microbiana, enquanto a
cultura de levedura ndo promoveu esse efeito. Além disso, a levedura viva resultou
em 63 metabdlitos diferenciais em comparagdo ao controle (sem aditivo),
influenciando principalmente o metabolismo de aminoacidos, lipideos, carboidratos e
purinas, enquanto a cultura de levedura apresentou apenas 17 metabdlitos
diferenciais. Em estudo subsequente, Gao e Geng (2023) avaliaram os efeitos desses
produtos sobre a comunidade bacteriana fecal e observaram que ambos aumentaram
a abundancia de Clostridia, Oscillospirales e Oscillospiraceae. No entanto, apenas a
suplementacdo com levedura viva promoveu aumento na abundancia de Firmicutes,
Prevotella sp., Clostridiales, Clostridium, Caloramatoraceae e Ruminococcaceae,
sendo que Clostridia e Oscillospiraceae apresentaram correlagao positiva com o GPD
dos animais. Com base nesses resultados, os autores concluiram que a levedura viva
exerce efeitos mais amplos sobre a microbiota ruminal e intestinal do que a cultura de
levedura.

De forma geral, os resultados disponiveis indicam que a resposta a associagao
de leveduras e iondforos € inconsistente. A hipotese de que a monensina pode
suprimir os efeitos das leveduras, particularmente os da cultura de levedura, aparece
de forma recorrente na literatura (Erasmus et al., 2005; Pancini et al., 2020; Geng et
al., 2016). Até o momento, apenas Geng et al. (2016) compararam diretamente a
combinagcdo de monensina com levedura viva ou com cultura de levedura em bovinos

de corte em terminacao, o que limita conclusdes mais amplas sobre essa associagao.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DA COMBINAGAO DE MONENSINA SODICA E
LEVEDURAS SOBRE O DESEMPENHO, COMPORTAMENTO INGESTIVO E
METABOLOMA SERICO DE BOVINOS NELORE CONFINADOS

RESUMO: O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da associagcdo de
monensina sddica com levedura viva (MLY) ou com cultura de levedura (MYC) em
dietas de terminagao para bovinos Nelore confinados. Foram utilizados 96 bovinos
Nelore machos nao castrados, com peso corporal inicial de 367.34 + 15.18 kg,
distribuidos em delineamento em blocos casualizados. Os animais foram alocados em
dois tratamentos: MLY (monensina sodica a 27 mg/kg de MS + Levedura viva a 2
g/animal/dia) e MYC (monensina sdédica a 27 mg/kg de MS + Cultura de levedura a
3.5 g/animal/dia). O periodo experimental teve duragao de 118 dias. Foram avaliados
o desempenho, o comportamento ingestivo, parametros sanguineos e o metaboloma
sérico dos animais. Nao houve efeito dos tratamentos (P > 0.05) sobre o consumo de
matéria seca, ganho médio diario, eficiéncia alimentar e rendimento de carcaca.
Entretanto, os animais alimentados com MLY apresentaram maior peso corporal final
(P =0.026) e maior peso de carcaga quente (P = 0.050) em comparagao aos animais
do tratamento MYC. Os parametros sanguineos nao foram influenciados pelos
tratamentos, embora tenha sido observada interacéo entre tratamento e periodo para
as concentragdes de glicose, proteina total e albumina. Em relagdo ao comportamento
ingestivo, os animais do grupo MLY apresentaram, no primeiro periodo de avaliagao,
maior tempo em &cio, maior tempo de ruminagao, maior eficiéncia de ruminagao da
matéria seca e da fibra em detergente neutro, além de maior tempo médio por refeigao
€ maior ingestao de matéria seca por refeicao. Também foram observados efeitos de
periodo e interacbes tratamento x periodo para a maioria das variaveis
comportamentais avaliadas. Adicionalmente, os animais alimentados com MYC
apresentaram maior selecéo de particulas longas no segundo periodo experimental.
A analise metabolébmica realizada aos 8 dias identificou 28 metabdlitos
diferencialmente abundantes, sendo que as principais vias metabolicas afetadas
incluiram o metabolismo dos glicerofosfolipidios, o metabolismo das pirimidinas, a
biossintese primaria de acidos biliares e o metabolismo dos esfingolipidios. Aos 97
dias, também foram identificados 28 metabdlitos diferencialmente abundantes, sendo
as vias significativamente impactadas do metabolismo dos esfingolipidios, o
metabolismo dos glicerofosfolipidios, o metabolismo de um carbono mediado pelo
folato e 0 metabolismo da cisteina e da metionina. O metaboloma sérico demonstrou
que bovinos Nelore alimentados com MLY apresentaram maior impacto sobre o
metabolismo de glicerofosfolipidios, das pirimidinas e de um carbono, o que
provavelmente contribuiu para o melhor desempenho observado apds o periodo de
adaptacao ao confinamento.

Palavras-Chave: lonéforos, leveduras, metabdlitos, confinamento
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EFFECTS OF THE COMBINATION OF SODIUM MONENSIN AND YEAST ON THE
PERFORMANCE, FEEDING BEHAVIOR, AND SERUM METABOLOME OF
FEEDLOT NELLORE CATTLE

ABSTRACT: The objective of this study was to compare the effects of combining
sodium monensin with live yeast (MLY) or yeast culture (MYC) in finishing diets for
feedlot-finished Nellore cattle. Ninety-six intact male Nellore cattle, with an initial body
weight of 367.34 + 15.18 kg, were used in a randomized complete block design.
Animals were assigned to two treatments: MLY (sodium monensin at 27 mg/kg DM +
live yeast at 2 g/animal/day) and MYC (sodium monensin at 27 mg/kg DM + yeast
culture at 3.5 g/animal/day). The experimental period lasted 118 days. Animal
performance, ingestive behavior, blood parameters, and serum metabolome were
evaluated. There was no treatment effect (P > 0.05) on dry matter intake, average daily
gain, feed efficiency, or carcass yield. However, animals fed MLY exhibited higher final
body weight (P = 0.026) and hot carcass weight (P = 0.050) compared to those in the
MYC treatment. Blood parameters were not influenced by treatments, although an
interaction between treatment and period was observed for glucose, total protein, and
albumin concentrations. Regarding ingestive behavior, during the first evaluation
period, the MLY group showed longer idle and rumination times, higher rumination
efficiency for dry matter and neutral detergent fiber, as well as longer mean meal
duration and greater dry matter intake per meal. Period effects and treatment x period
interactions were also observed for most behavioral variables evaluated. Additionally,
animals fed MYC exhibited greater selection of long particles during the second
experimental period. Metabolomic analysis performed at 8 days identified 28
differentially abundant metabolites; the main metabolic pathways affected included
glycerophospholipid metabolism, pyrimidine metabolism, primary bile acid
biosynthesis, and sphingolipid metabolism. At 97 days, 28 differentially abundant
metabolites were also identified, with significantly impacted pathways including
sphingolipid metabolism, glycerophospholipid metabolism, folate-mediated one-
carbon metabolism, and cysteine and methionine metabolism. The serum metabolome
revealed that Nellore cattle fed MLY experienced a greater impact on
glycerophospholipid, pyrimidine, and one-carbon metabolism, which likely contributed
to the superior performance observed following the feedlot adaptation period.

Keywords: lonophores, yeasts, metabolites, feedlot
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1. Introducgao

Bovinos de corte apresentam eficiéncia relativamente baixa na utilizagao da
energia da dieta, uma vez que menos de 20% da energia consumida € efetivamente
retida e convertida em produtos de interesse econémico (Ferrell e Oltjen, 2008). Dessa
forma, estratégias que promovam melhor aproveitamento dos nutrientes sao
fundamentais para aumentar a eficiéncia alimentar e a rentabilidade dos sistemas de
producao (Terry et al., 2020). Entre as principais praticas adotadas para maximizar a
eficiéncia produtiva de bovinos confinados destacam-se o fornecimento de dietas com
elevada proporgédo de concentrado e o uso de aditivos nutricionais (Silvestre et al.,
2023).

As dietas de terminagao utilizadas em confinamento geralmente apresentam
alto teor de gréos, favorecendo maior ganho de peso diario e melhor eficiéncia
alimentar em comparagao as dietas com maior proporgéo de volumosos (Krehbiel et
al., 2006). Além disso, essas dietas podem proporcionar vantagens operacionais,
como redugdo das atividades de mistura e distribuicdo da ragcdo, bem como menor
demanda por estruturas destinadas ao armazenamento de volumosos (Loerch, 1990).
Entretanto, dietas de alto concentrado também estdo associadas ao aumento da
incidéncia de disturbios digestivos, como acidose ruminal, abscessos hepaticos e
laminite, em decorréncia do maior aporte de substratos rapidamente fermentaveis no
ramen (Owens et al., 1998; Penner et al., 2009).

Um dos principais objetivos da utilizagao de aditivos na alimentagéo de bovinos
€ minimizar os efeitos negativos associados a dietas com elevado teor de graos
(Nagaraja et al., 1997). Nesse contexto, a monensina sodica destaca-se como o
principal aditivo empregado em operagdes de confinamento (Samuelson et al., 2016;
Monsalve e Millen, 2025). Seu mecanismo de agao esta relacionado a modulagéo da
microbiota ruminal, uma vez que as bactérias Gram-positivas sao mais sensiveis a
monensina do que as Gram-negativas, o que favorece o predominio de populacdes
bacterianas mais eficientes no ambiente ruminal. Como consequéncia, observam-se
reducao na producgao de acido latico e alteracédo no perfil de acidos graxos de cadeia
curta gerados durante a fermentagdo ruminal, o que influencia diretamente o
metabolismo dos animais (Russell e Strobel, 1989). Dessa forma, a utilizagdo da

monensina promove redu¢cdo no consumo de matéria seca sem comprometer o ganho
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de peso diario, resultando em melhora da eficiéncia alimentar e menor incidéncia de
disturbios digestivos (Owens et al., 1998; Tedeschi et al., 2003; Duffield et al., 2012).

Os produtos a base de leveduras vém sendo utilizados ha décadas na nutricao
de ruminantes e, embora os resultados observados em bovinos confinados ainda
sejam inconsistentes, ha evidéncias de que esses aditivos possam modular
positivamente a fermentagdo ruminal (Crossland et al., 2018). Entre esses produtos,
destacam-se as leveduras vivas e as culturas de levedura. Seus efeitos estdo
associados a modulacdo do ambiente ruminal, principalmente por meio da reducéo do
oxigénio residual no rumen e do estimulo ao crescimento de bactérias celuloliticas e
utilizadoras de acido latico (Chaucheyras et al., 1996; Newbold et al., 1996).

A metabolébmica é uma ciéncia O6mica que busca identificar e quantificar o
conjunto de metabolitos presentes em amostras biologicas, refletindo o estado
fisiolégico e nutricional do organismo em um determinado momento (Goldansaz et al.,
2017). Os metabdlitos correspondem aos produtos finais de reacdes metabdlicas
complexas reguladas por fatores gendmicos e ambientais, sendo, portanto,
considerados indicadores sensiveis a modulagao nutricional (Goldansaz et al., 2017;
Coénsolo et al.,, 2020). Nesse contexto, a metaboldbmica tem se mostrado uma
importante ferramenta em estudos com bovinos de corte, contribuindo para uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na interagdo entre nutricdo e
fendtipo (Gémez et al., 2022; Pedrini et al., 2024).

A combinagédo de aditivos tem se mostrado uma estratégia promissora para
melhorar o desempenho de bovinos de corte (Ceconi et al., 2022; Nascimento et al.,
2024; Ribeiro et al., 2025). Nesse sentido, a inclusdo de leveduras em dietas contendo
iondforos tem apresentado resultados favoraveis tanto durante o periodo de
adaptacdo quanto na fase de terminagdo (Rush et al., 2023; Ribeiro et al., 2025),
demonstrando potencial para otimizar o desempenho de bovinos em confinamento.
Entretanto, ainda sao limitados os estudos que comparem diretamente os efeitos da
associagao entre monensina e levedura viva com o0s da associagédo entre monensina
e cultura de levedura em dietas de terminacéo para bovinos Nelore apds o periodo de
adaptacao em confinamento. Assim, essa lacuna evidencia a necessidade de novos

estudos que avaliem os impactos dessas associacdes em condicdes de confinamento.
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Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
inclusdo de diferentes produtos a base de levedura em dietas de terminagao contendo
monensina sobre o desempenho em confinamento, o comportamento alimentar, os

parametros sanguineos e o metaboloma sérico de bovinos Nelore.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu.

2.1 Animais, local do experimento e tratamentos

Um total de 96 bovinos machos ndo castrados da raga Nelore, oriundos de
sistema de recria a pasto, com peso corporal inicial (PCl) de 367.34 £ 15.18 kg e idade
entre 22 e 24 meses, foram utilizados neste experimento conduzido no confinamento
experimental da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, Sao Paulo, Brasil. Ao chegarem no
confinamento, os animais foram submetidos a protocolos sanitarios para controle de
endo e ectoparasitas e vacinacao contra raiva, clostridioses, rinotraqueite infecciosa
bovina e viroses bovinas, além de serem identificados com brincos auriculares.

Durante os primeiros sete dias, os animais receberam silagem de milho ad
libitum, com o objetivo de promover a adaptacgao as instalagdes e ao manejo alimentar.
Apods o periodo de aclimatagcédo, no dia 0, os animais foram submetidos a jejum
alimentar de 16 horas e, em seguida, pesados para determinagdo do PCI.
Posteriormente, os animais foram distribuidos em dois blocos experimentais, de
acordo com o peso corporal (leve e pesado), e entdo alocados aleatoriamente em 24
baias (5 x 5.35 m), contendo quatro animais por baia.

As baias, dentro de cada bloco, foram distribuidas aleatoriamente entre os
seguintes tratamentos: MLY: monensina a 27 mg/kg de MS + levedura viva
(Saccharomyces cerevisiae) a 2 g/animal/dia; e MYC: monensina a 27 mg/kg de MS

+ cultura de levedura (Saccharomyces cerevisiae) a 3.5 g/animal/dia. Todas as baias
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eram equipadas com bebedouros automaticos e cochos, proporcionando 6.68 m? de
area e 1.25 m lineares de cocho por animal.

Os tratamentos dietéticos estavam contidos no suplemento mineral e foram
iniciados apo6s o periodo de adaptacao, sendo fornecidos apenas durante a fase de
terminacao (d23—d96). Durante o periodo de adaptagao (d1-d22), todos os animais

receberam a mesma dieta experimental.

2.2 Dietas e manejo alimentar

Os animais foram alimentados ad libitum duas vezes ao dia, as 9h00 e as
15h00, sendo fornecidas quantidades iguais em cada trato. O ajuste diario da oferta
da dieta foi realizado com base no consumo de matéria seca (CMS) dos dias
anteriores, visando manter niveis de sobras entre 3 e 5%. As sobras foram removidas
e pesadas diariamente, sendo realizada a determinacdo da matéria seca (MS) da
racado por meio de forno micro-ondas. O CMS foi calculado pela diferenca entre a
quantidade de racao fornecida e as sobras.

As dietas foram formuladas de acordo com o BCNRM (2016), nivel 1, visando
um ganho de peso médio diario de 1.50 kg/animal/dia. As dietas experimentais foram
compostas por bagaco de cana, silagem de milho, milho moido grosso (2 mm), DDG
(dried distiller grains) e suplemento mineral e vitaminico (Tabela 1).

O experimento teve duragao total de 118 dias, sendo os primeiros 22 dias
destinados ao periodo de adaptacao. O protocolo de adaptacédo adotado neste estudo
foi o sistema em escadas (step-up), caracterizado pelo aumento gradual da proporgao
de concentrado e pela reducdo da proporgdo de volumoso nas dietas. O manejo
alimentar foi conduzido da seguinte forma: os animais receberam a dieta de adaptagao
por sete dias, seguida das dietas step 1, step 2 e step 3, fornecidas por cinco dias

cada, e, posteriormente, a dieta de terminacéo por 96 dias.
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Tabela 1. Ingredientes e composicao (% da MS) das dietas experimentais.

Dietas Experimentais
Adaptacdo Step 1 Step 2 Step 3 Terminacgao

Dias em alimentacdao 7 5 5 5 96
Ingredientes (% MS)

Bagaco de cana 24.73 22.01 19.20 15.04 12.32
Silagem de milho 16.40 12.30 8.20 4.10 -
Milho moido grosso 26.76 34.35 43,94 5391 61.50
DDG! 29.67 28.90 26.22 2357 22.80
Suplemento mineral vitaminico? 2.44 244 244  3.39 3.39
Composicao Quimica (% MS)

Proteina Bruta (%) 13.81 13.80 13.37 15.46 15.44
Extrato Etéreo (%) 5.02 506 497 4.89 4.93
FDN? (%) 42.15 38.29 3390 28.37 24.51
Cinzas (%) 4.24 396 360 3.17 2.89
Carboidratos Nao-Fibrosos (%) 34.78 38.89 44.16 49.75 53.86
Amido (%) 24.13 28.81 34.82 41.09 45.77
ELm* (Mcal/kg de MS) 1.74 1.80 186 1.93 1.99
ELg* (Mcal/kg de MS) 1.12 1.17 1.23 1.29 1.34

'Dried destiller grains; ?Niveis de garantia por kg de produto: Ca 173 g; S 19g; P 7700
mg; Mg 15 g; Na 43 g; Co 8.5 mg; Cu 428 mg; | 21 mg; Mn 1285 mg; Se 5.7 mg; Vit A
86000 UlI; Vit D3 11430 Ul; Vit E 105 Ul; Zn 1713 mg; 3Fibra em detergente neutro;
Estimada pelo software BCNRM (2016): ELm: Energia liquida para mantenga; ELg:
Energia liquida para ganho.

2.3 Desempenho produtivo

Os animais foram submetidos a jejum sdélido de 16 horas antes da realizagao
das pesagens inicial e final. A pesagem inicial foi realizada no dia 0 do experimento
para determinacao do peso corporal inicial (PCI), enquanto a pesagem final ocorreu
ao término do periodo experimental (d118), para determinagdo do peso corporal final
(PCF).

O ganho de peso diario (GPD) foi calculado com base na diferenga entre o PCF
e o PCI, dividida pelo periodo total de confinamento (118 dias). A eficiéncia alimentar
(EA) foi determinada pela razdo entre o GPD e o CMS. Ao final do periodo
experimental, todos os animais foram abatidos em frigorifico comercial, sendo obtido
o peso de carcaga quente (PCQ). O rendimento de carcaga (RC) foi calculado pela

razao entre o PCQ e o PCF.
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24 Comportamento ingestivo

Foram realizadas duas observagdes visuais do comportamento ingestivo dos
animais, nos dias 46 e 109 ao longo do periodo experimental. O comportamento
ingestivo foi avaliado segundo a metodologia de Johnson e Combs (1991),
observando-se os animais a cada cinco minutos durante 24 horas seguidas. Durante
as observacoes foram coletados dados para determinacao do tempo despendido em
alimentagao, ruminagao e 6cio, expressos em minutos.

Nos dois periodos de observagcdo foram coletadas amostras das racdes
fornecidas e das sobras, para posterior analise de MS (Silva e Queiroz, 2002) e FDN
(Mertens, 2002) para determinar a eficiéncia de alimentacdo da MS; eficiéncia de
alimentacao da FDN; eficiéncia de ruminacao da MS; eficiéncia de ruminagao da FDN;
tempo de alimentagao por refeicdo e ingestdo de MS por refeigdo, de acordo com as

equacgdes descritas por Carvalho et al. (2006):

EALMS = AL EALFDN = AL
CcMS CFDN

em que: EALM = Eficiéncia de alimentacdo da matéria seca (min/kg de MS); TAL =
Tempo despendido em alimentagédo (min); CMS = Consumo de matéria seca no dia
da observagao (kg); EALFDN = Eficiéncia de alimentacdo da FDN (min/kg de FDN);
CFDN = Consumo de FDN no dia da observacao (kg).

ERMS = & ERFDN = — R
cCMS CFDN

em que: ERMS = Eficiéncia de ruminagao da matéria seca (min/kg de MS); TR =
Tempo despendido em ruminagao (min); CMS = Consumo de matéria seca no dia da
observagao (kg); ERFDN = Eficiéncia de ruminagao da FDN (min/kg de FDN); CFDN

= Consumo de FDN no dia da observacéao (kg).

TALREF =™ cMSREF = &%
REF REF
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em que: TALREF = Tempo de alimentacdo despendido em cada refeicao (min); TAL
= Tempo despendido em alimentacdo (min); REF = Numero de refeigdes por dia;
CMSREF = Consumo de matéria seca por refeicao (kg); CMS = Consumo de matéria

seca no dia da observacéo (kg).

2.5 Avaliagao do indice de selecao de particulas

A avaliagdo do indice de selegdo dos ingredientes foi realizada em cada
observagdo do comportamento ingestivo. Para isso, foram coletadas amostras da
dieta imediatamente apds o fornecimento e das sobras das 24 baias no dia
subsequente, a fim de determinar a distribuicdo do tamanho de particulas utilizando a
Penn State Particle Separator (PSPS) (Nasco, Fort Atkinson, WI, EUA), conforme
descrito por Heinrichs (1996). Com base nessas informagdes, foi determinada a
extensao da selegao da dieta, expressa por meio do indice de selegao.

A PSPS consiste em um conjunto de trés peneiras com crivos de diferentes
diametros (19.0; 8.0; e 4.0 mm), dispostas sequencialmente do maior para 0 menor
didmetro, além de uma bandeja inferior de fundo solido, totalizando quatro
compartimentos. Aproximadamente 200 g de cada amostra da dieta fornecida e das
sobras foram depositados sobre a peneira superior (19.0 mm) e submetidos ao
procedimento de agitagado descrito por Heinrichs (1996).

As fragcdes da matéria natural retidas em cada peneira e na bandeja de fundo
soélido foram posteriormente pesadas para determinagao da distribuicdo do tamanho
de particulas. O indice de selegao foi calculado individualmente para cada fragao

retida nas respectivas peneiras, utilizando-se a seguinte equacgéo:

Consumo atual

indice de selecio =
30 = Consumo esperado

Consumo atual = QRO « DTPDT — (QS = DTPS)
em que: QRO = Quantidade de ragdo oferecida (kg); DTPDT = Distribuigdo do

tamanho de particulas da dieta total (%); QS = Quantidade de sobras (kg); DTPS =
Distribuicdo do tamanho de particulas das sobras (%).
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Consumo esperado = DTPDT x CMN

em que: DTPDT = Distribuicdo do tamanho de particula da dieta total (base na matéria

natural) (%); CMN = Consumo atual de matéria natural (kg).

Dessa forma, valores do indice de selecao iguais a 1, menores que 1 e maiores
que 1 indicam, respectivamente, auséncia de selegao, sele¢ao contra e selecao a
favor de determinada fragdo da dieta (Leonardi e Armentano, 2003). Cada peneira
gerou um indice de sele¢ao especifico e, a partir da avaliagdo conjunta desses indices,
foi possivel identificar a ocorréncia de selegao da dieta, bem como determinar se essa

selegao ocorreu preferencialmente em favor das fragdes concentradas ou volumosas.

2.6 Coletas para analise de metaboléomica e do perfil sanguineo

Foram realizadas trés coletas de sangue: a primeira no 8° dia apds o inicio do
fornecimento da dieta de terminagéo (30° dia do periodo experimental), a segunda no
58° dia (80° dia do periodo experimental) e a terceira no 118° dia de fornecimento da
dieta de terminagao. Foram selecionados aleatoriamente 48 animais (24 por bloco e
24 por tratamento), os quais foram amostrados em todas as coletas. As amostras de
sangue foram obtidas por pung¢ao dos vasos coccigeos utilizando tubos evacuados de
10 mL (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). Apds a coleta, as
amostras foram imediatamente acondicionadas em gelo e centrifugadas a 2.500 x g
por 30 min, a 4 °C, para obtengao do soro. O soro foi armazenado a -80 °C até a
realizacdo das analises. As amostras das trés coletas foram utilizadas para a
determinacdo do perfil sanguineo, enquanto as analises metabolémicas foram
realizadas apenas com amostras da primeira e da ultima coleta.

As concentragdes séricas de glicose, proteina total, albumina e potassio foram
determinadas utilizando kits comerciais Bioclin®. As concentracbes séricas de
haptoglobina foram avaliadas de acordo com a metodologia descrita por Makimura e
Suzuki (1982), utilizando-se uma curva padréo elaborada a partir de amostras séricas

previamente analisadas com kit comercial (Cow Haptoglobin ELISA, Hapt-11; Life
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Diagnostics Inc., West Chester, PA, EUA), provenientes de um bovino com alta e outro

com baixa concentragao de haptoglobina.

2.7 Extragcao de metabdlitos séricos

Duzentos pL de cada amostra de soro foram utilizados para extracdo de
metabdlitos utilizando o método descrito por Bligh & Dyer (1959). Resumidamente,
500 pL de cloroférmio (CHCI3) e 500 pL de metanol (MeOH) foram adicionados as
amostras e homogeneizados vigorosamente em vortex por 30 s. As misturas finais
foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min para favorecer a separagao das fases
polar (MeOH/H20) e apolar (CHCI3) da camada de proteinas. A fase polar contendo
os metabdlitos foi transferida para frascos separados, seca em concentrador
SpeedVac (GenevacTM miVac, Genevac LTD., Ipswich, Reino Unido) e

posteriormente armazenada a -80 °C até analises posteriores.

2.8 Analise metabolomica por cromatografia liquida e espectrometria de
massas de alta resolug¢ao (UPLC-HRMS)

A fragao seca foi reconstituida em 50 pyL de um diluente composto por 95% de
agua e 5% de acetonitrila contendo 0.1% de acido férmico. As separagdes foram
realizadas em um sistema HPLC Thermo Ultimate 3000, com fluxo da fase mével de
0.4 mL/min. Os metabdlitos foram analisados utilizando uma coluna Waters Acquity
BEH C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um), em que as fases méveis A e B consistiam em 0.1%
de acido férmico em ddH20 e acetonitrila, respectivamente. As condi¢des iniciais
foram 95:5 A:B, seguidas por um gradiente linear até 1:99 aos 13 min, mantido até 17
min. A reequilibracdo da coluna foi realizada retornando a 95:5 A:B aos 20 min,
permanecendo assim até 30 min. Os cromatogramas de espectrometria de massas
foram obtidos utilizando um espectrdmetro de massas Thermo Orbitrap Exploris 120,
com voltagem capilar ESI de 2.5 kV, temperatura do gas de 413 °C, fluxo do gas de
secagem de 11,0 L/min, voltagem do fragmentador de 135 V, skimmer de 48 V e OCT
RF de 50 V. Os dados de massa (de 100-1500 Da) foram adquiridos com resolugéo
full-MS de 70.000. Os modos ESI positivo e negativo foram realizados separadamente

para obtencao de informagdes de fragmentagdo (modo DDA) em todas as injegdes.
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A pré-processamento dos espectros brutos de UPLC-HRMS, incluindo
detecgéao de picos, alinhamento de picos e anotagao de picos, foi realizado em ambos
os modos ESI utilizando o MetaboAnalyst 6.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) (Pang
et al., 2024). A anotagao dos picos foi realizada com base no CAMERA (pacote R;
Kuhl et al.,, 2012), que atribui possiveis féormulas quimicas e compostos
correspondentes com base no HMDB (www.hmdb.ca). As variaveis que nao
apresentaram correspondéncia no HMDB foram consideradas ions precursores ou
sem anotagdes disponiveis e, portanto, removidas do conjunto de dados. Variaveis
que apresentaram valores de controle de qualidade com desvio padrao relativo
superior a 30% também foram excluidas do conjunto de dados. Além disso, os modos
ESI positivo e negativo foram combinados para a realizagdo das analises estatisticas

e de bioinformatica.

2.9 Analise estatistica e bioinformatica

Todas as caracteristicas fenotipicas foram analisadas utilizando o software SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC). A normalidade dos residuos foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE). A homogeneidade das variancias foi verificada
utilizando o teste de Box-Cox (PROC TRANSREG). Os dados que nao apresentaram
distribuicdo normal foram transformados utilizando o PROC RANK (SAS 9.4). Os
dados foram analisados em delineamento em blocos casualizados utilizando o
procedimento PROC MIXED, em que a baia foi considerada a unidade experimental,
os tratamentos foram considerados efeitos fixos, e bloco e baia foram considerados

efeitos aleatorios. O modelo pode ser descrito como:
Yijt = u + Bi +Aj+ Pt + eijt
em que: Y = variavel dependente, 4 = média geral, Bi = efeito aleatdrio de bloco, Aj =

efeito aleatério de baia, Pt = efeito fixo de tratamento e eijt = erro experimental.

Os resultados foram apresentados como médias de quadrados minimos
(comando LSMEANS). A significancia foi considerada para P < 0.05 e tendéncias para
0.05<P<0.10.

Os dados metabolémicos foram analisados no software MetaboAnalyst 6.0 para

analises estatisticas e de bioinformatica. Primeiramente, os valores ausentes (0,6%
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do banco de dados) foram estimados utilizando o método de estimacado de dados
censurados a esquerda. Em seguida, os dados foram normalizados por meio de
transformacao pela raiz cubica. A analise estatistica foi realizada de acordo com as
comparagdes pareadas, como segue: 1) MLY x MYC aos 8 dias de fornecimento da
dieta de terminacéo; e 2) MLY x MYC aos 97 dias de fornecimento da dieta de
terminacéo. Foram realizadas analise de componentes principais (PCA) e analise de
mapa de calor com agrupamento hierarquico (HCHA). As significancias estatisticas
dos padrdées de agrupamento na PCA foram avaliadas utilizando PERMANOVA. O
grafico Volcano foi elaborado e metabdlitos com fold change (FC) = 1.5 ou < 0.66 e
valor de P < 0.05 foram considerados diferencialmente abundantes (DAM) na
comparagao. Além disso, foi realizada analise de vias metabdlicas utilizando os DAMs
identificados no grafico Volcano (fold change = 1.5 ou < 0.66 e P < 0.05) em ambos os
modos ESI positivo e negativo. O nome dos compostos foi padronizado de acordo
com o ID do HMDB, os parametros utilizados na analise de vias metabdlicas foram o
teste hipergeométrico e a centralidade relativa de intermediacdo para os métodos de
enriquecimento e medida topoldgica, respectivamente, e a biblioteca escolhida foi
Homo sapiens. As vias metabdlicas relacionadas aos metabdlitos identificados foram
mapeadas com base nos valores de P (P < 0.10) e nos impactos das vias (impacto >
0).

3. Resultados

3.1 Consumo, desempenho e carcaga

Nao foi observado efeito entre os tratamentos para as variaveis, consumo de
matéria seca (CMS), consumo de matéria seca em relagéo ao peso vivo (CMS %PV),
ganho de peso diario (GPD), eficiéncia alimentar (EA) e rendimento de carcaga (RC).
Entretanto, bovinos alimentados com MLY apresentaram maior peso corporal final
(PCF; P = 0.026) e maior peso de carcaga quente (PCQ; P = 0.050) em comparagao
aos animais alimentados com MYC (Tabela 2).
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Tabela 2 — Desempenho produtivo de bovinos Nelore alimentados com MLY ou MYC.

Tratamentos? 1
Item MLY MYC EPM P - valor
Peso corporal inicial, kg 372.400 362.290 4.258 0.107
Peso corporal final, kg 554.100 533.030 6.240 0.026
Consumo de matéria seca, kg 10.031 9.886 0.127 0.294
Consumo de matéria seca, % do PV 2173 2.207 0.024 0.348
Ganho de peso diario, kg 1.521 1.466 0.041 0.360
Eficiéncia alimentar, kg/kg 0.152 0.148 0.003 0.494
Peso de carcaga quente, kg 309.780 300.190  3.281 0.050
Rendimento de carcaca, % 56.376 56.344 0.249 0.926

'Erro padrdo médio; 2MLY: monensina a 27 mg/kg de MS + levedura viva (Saccharomyces
cerevisiae) a 2 g/animal/dia; MYC: monensina a 27 mg/kg de MS + cultura de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) a 3.5 g/animal/dia.

3.2 Parametros sanguineos

O perfil sanguineo dos animais foi avaliado no inicio, durante a fase
intermediaria e ao final do periodo de fornecimento da dieta de terminacao (Tabela 3).
Para a concentragao de glicose, foram observados efeitos de periodo (P = 0.008) e
da interacdo entre tratamento e periodo (P = 0.047), sem efeito de tratamento. Em
ambos os tratamentos, os valores de glicose reduziram do primeiro para o segundo
periodo de avaliagdo; entretanto, essa reducado foi mais pronunciada nos animais
alimentados com MYC em comparacéao aos alimentados com MLY.

A concentracédo de proteina total também foi influenciada pelo periodo (P =
0.014) e pela interacao entre tratamento e periodo (P = 0.041). Observou-se reducao
dos valores entre o primeiro e 0 segundo periodo de avaliagdo, seguida de aumento
no terceiro periodo. Para a albumina, ndo foram verificados efeitos de tratamento,
periodo ou interagdo (P > 0.05). No entanto, foi observada tendéncia de efeito de
tratamento (P = 0.061), com animais do grupo MLY apresentando concentragdes
superiores em determinados periodos de avaliagao.

As concentragbes de potassio foram afetadas somente pelo periodo (P =
0.001), sem influéncia do tratamento ou da interagdo entre tratamento e periodo. Da
mesma forma, as concentracdes de haptoglobina nao diferiram entre os tratamentos

e nao foram influenciadas pelo periodo de avaliagao ou pela interagéao entre os fatores.
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3.3 Comportamento ingestivo

Os resultados referentes ao comportamento ingestivo e a seletividade de
particulas estdo apresentados na Tabela 4. O tempo em &cio foi afetado pelo
tratamento (P = 0.015), pelo periodo (P < 0.0001) e pela interagédo entre esses fatores
(P = 0.001). No primeiro periodo de avaliagdo, animais alimentados com MYC
permaneceram mais tempo em 6cio em comparagao aqueles alimentados com MLY.
No segundo periodo, ndo foram observadas diferengcas entre os tratamentos;
entretanto, os animais apresentaram maior tempo em 6cio em relagao ao primeiro
periodo de avaliagdo. O tempo de alimentagcdo nado diferiu entre tratamentos (P =
0.798) e nao houve interacado (P = 0.792), porém foi influenciado pelo periodo (P <
0.0001), com reducgao do tempo de alimentacédo do primeiro para o segundo periodo.

O tempo de ruminagao foi influenciado pelo tratamento (P = 0.011), pelo periodo
de avaliagdo (P < 0.0001) e pela interacdo entre esses fatores (P < 0,0001). No
primeiro periodo, os animais alimentados com MLY apresentaram maior tempo de
ruminagcao em comparagao aos alimentados com MYC (289.06 vs 228.96 min/dia). No
entanto, no segundo periodo, ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos,
com valores de 203.85 e 207.60 min/dia para MLY e MYC, respectivamente. O
consumo de matéria seca (CMS) e o consumo de fibra em detergente neutro (CFDN)
nao foram influenciados pelos tratamentos (P > 0.05). Entretanto, ambas as variaveis
aumentaram do primeiro para o segundo periodo de avaliagao (P < 0.0001).

As idas ao cocho apresentaram tendéncia de efeito de tratamento (P = 0.051),
mas foi observado efeito de periodo (P < 0.0001) e de interagdo (P = 0.001), com os
animais MYC acessando mais o cocho por dia no primeiro periodo de avaliagcédo. As
eficiéncias de alimentagcdo da MS e de FDN néo diferiram entre os tratamentos (P =
0.786 e P = 0.791, respectivamente), mas foram influenciadas pelo periodo (P <
0.0001). J& as eficiéncias de ruminagdo da MS e da FDN apresentaram efeitos de
tratamento (P = 0.002 e P = 0.003, respectivamente), de periodo (P < 0.0001) e de
interacdo (P = 0.001). No primeiro periodo, os animais alimentados com MLY
apresentaram maior eficiéncia de ruminagdo da MS e da FDN em comparacao aos
animais alimentados com MYC. Entretanto, no segundo periodo, ndo foram
observadas diferengcas entre os tratamentos, cujos valores se mostraram

semelhantes.
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O tempo médio de refeigao foi influenciado pelo tratamento (P = 0.035), pelo
periodo de avaliagcdo (P < 0.0001) e pela interagao entre esses fatores (P = 0.001). A
ingestdo de matéria seca por refeicdo apresentou tendéncia de efeito do tratamento
(P =0.096), além de efeito do periodo (P = 0.006) e da interagéo entre tratamento e
periodo (P = 0.001). No primeiro periodo de avaliagdo, os animais alimentados com
MLY apresentaram refeicbes mais longas (16.61 vs 13.05 min/refeicdo) e maior CMS
por refeicdo (0.87 vs 0.69 kg/refeicdo) em comparagao aos animais alimentados com
MYC. No segundo periodo, houve reducdo dessas variaveis, e os tratamentos
passaram a apresentar valores semelhantes.

Em relagdo a seletividade das particulas da dieta, observou-se efeito do
tratamento (P = 0.015), do periodo de avaliagdo (P < 0.0001) e da interagdo entre
esses fatores (P = 0.016) para as particulas longas (19 mm). No segundo periodo, os
animais alimentados com MYC apresentaram maior sele¢gao dessas particulas em
comparacgao aos alimentados com MLY (1.09 vs 1.04). Para as particulas médias (8
mm) e finas (4 mm), foi observado apenas efeito do periodo de avaliagéo (P < 0.0001
e P = 0.022, respectivamente), sem influéncia do tratamento ou da interacdo entre
tratamento e periodo (P > 0.05). A fragao correspondente ao fundo da peneira foi
influenciada pelo tratamento (P = 0.022), nao sendo observados efeitos do periodo de

avaliacao (P = 0.313) nem da interacao entre os fatores (P = 0.072).
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Tabela 3. Parametros sanguineos de bovinos Nelore alimentados com MLY ou MYC.

Tratamentos* EPM3 P - valor
Item Dia 30 Dia 80 Dia 118
MLY MYC MLY MYC MLY MYC Trat? Per! Trat*Per

Glicose, mg/dL 119.59a 114.94ab 101.14ab 99.16ab 101.42ab 94.25b 3.553 0.213 0.008 0.047
Proteina total, g/dL 8.28a 7.32ab 6.35b 6.71ab 7.53a 6.69ab 0.581 0.405 0.014 0.041
Albumina, g/dL 3.62ab 3.25ab 3.17b 3.21ab 3.78a 3.21ab 0.213 0.061 0.122 0.054
Potassio, mmol/L 451 4.57 4.24 4.15 452 415 0.191 0.731 0.001 0.843
Haptoglobina, mg/dL 55.7 50.9 57.1 56.6 57.1 57.1 7.1 0.767 0.46 0.321

'"Periodo; 2Tratamento; °Erro padrdo médio; “MLY: monensina a 27 mg/kg de MS + levedura viva (Saccharomyces cerevisiag) a 2
g/animal/dia; MYC: monensina a 27 mg/kg de MS + cultura de levedura (Saccharomyces cerevisiae) a 3.5 g/animal/dia. Médias seguidas

de mesma letra sdo estatisticamente semelhantes.
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Tabela 4. Comportamento ingestivo e seletividade de particulas de bovinos Nelore alimentados com MLY ou MYC.

Tratamentos* b - valor

Item Dia 46 Dia 109 EPM3

MLY MYC MLY MYC Trat>  Per! Trat*Per
Comportamento ingestivo®
Tempo em écio, min/dia 927.19c 984.79b 1031.77a 1026.88a 10.131 0.015 <.0001 0.001
Tempo de alimentacdo, min/dia 202.29 205.21 182.6 183.12 5.875 0.798 <.0001 0.792
Tempo de ruminacgdo, min/dia 289.06a 228.96b  203.85b 207.60b 6.791 0.011 <.0001 <.0001
Consumo de matéria seca, kg/dia 10.32 10.42 11.17 11.39 0.104 0.169 <.0001 0.341
Consumo de FDN, kg 2.25 2.27 2.43 2.48 0.227 0.1996 <.0001 0.304
Idas ao cocho, eventos/dia 13.37b 16.04a 17.18a 17.21a 0.633 0.051 <.0001 0.001
Ef. Alimentagdo de MS, min/kg de MS 19.66 16.54 16.42 16.11 0.595 0.786 <.0001 0.748
Ef. Alimentagéo de FDN, min/kg de FDN 90.23 89.69 75.37 73.91 2.734 0.791 <.0001 0.753
Ef. Ruminacdo de MS, min/kg de MS 27.94a 21.96b 18.31c 18.27¢c 0.865 0.002 <.0001 0.001
Ef. Ruminacdo de FDN, min/kg de FDN 128.24a 100.81b 84.05c 83.87c 3.961 0.003 <.0001 0.001
Tempo médio por refeicdo, min/dia 16.61a 13.05b 11.01c 10.83c 0.609 0.035 <.0001 0.001

Ingestdo de matéria seca por refeicao, kg 0.87a  0.69b 0.68b 0.69b 0.037 0.096 0.006 0.001
Seletividade de particulas

Longa (19 mm) 1.01b 1.01b 1.04b 1.09a 0.051 0.015 <.0001 0.016
Média (8 mm) 1.01 1.01 1.03 1.04 0.028 0.205 <.0001 0.128
Finas (4 mm) 1.01 1.01 1.01 1.02 0.021 0.143 0.022 0.149
Fundo 0.99 0.96 0.99 0.98 0.012 0.022 0.313 0.072

'Periodo; 2Tratamento; Erro padrdo médio; *“MLY: monensina a 27 mg/kg de MS + levedura viva (Saccharomyces cerevisiae) a 2
g/animal/dia; MYC: monensina a 27 mg/kg de MS + cultura de levedura (Saccharomyces cerevisiae) a 3.5 g/animal/dia. Médias seguidas
de mesma letra séo estatisticamente semelhantes; SFDN: Fibra em detergente neutro; Ef: Eficiéncia; MS: Matéria seca.
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3.4 Metaboloma sérico

A anadlise de componentes principais (PCA; Figura 1A) ndao demonstrou
segregacao entre os perfis metabolémicos séricos dos tratamentos MLY e MYC apos
8 dias de fornecimento da dieta de terminagéo (P = 0.155), sendo que os componentes
principais PC1 e PC2 explicaram 19.7% da variancia total do conjunto de dados.
Entretanto, a analise hierarquica de agrupamento por calor (Hierarchical Clustering
Heatmap Analysis — HCHA; Figura 1B) agrupou claramente os tratamentos quando

foram considerados os 50 metabdlitos mais relevantes identificados pelo teste t.
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Figura 1. Analise de Componentes Principais (PCA) (A) e analise de mapa de calor com
agrupamento hierarquico (hierarchical clustering heatmap), considerando os 50 metabdlitos
mais informativos (B), dos perfis metabold6micos (n = 700) dos tratamentos MLY e MYC apoés
8 dias de fornecimento da dieta de terminacgao.

A comparacao entre os perfis metabolédmicos séricos dos tratamentos MLY e
MYC ap6s 8 dias de fornecimento da dieta de terminagao revelou 28 metabdlitos
abundantemente diferenciais (DAMs; Differentially Abundant Metabolites) (Figura 2;
Tabela 5). Destes, 17 apresentaram maior abundancia no grupo MLY, enquanto 11
apresentaram maior abundancia no grupo MYC.

A analise de vias metabdlicas dos DAMs (n = 28) identificou quatro vias
significativamente afetadas (Figura 3 e Tabela 6), incluindo o metabolismo dos

glicerofosfolipidios (P = 0.004; impacto = 0.112), o metabolismo das pirimidinas (P =
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0.010; impacto = 0.040), a biossintese primaria de acidos biliares (P = 0.035; impacto

= 0.008) e o metabolismo dos esfingolipidios (P = 0.043; impacto = 0.016).
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Figura 2. Analise de grafico vulcao (volcano plot) (P < 0.05; fold change = 1.5 ou < 0.66) entre
os perfis metabolémicos (n = 700) dos tratamentos MLY e MYC apés 8 dias de fornecimento

da dieta de terminacao.

Tabela 5. Lista (n = 28) dos metabdlitos diferencialmente abundantes entre os perfis
metaboldomicos dos tratamentos MLY e MYC apés 8 dias de fornecimento da dieta de

terminacao.
Metabdlito CE;:%e P-valor Tratamentos
MG (P-18:0/0:0/0:0) 0.31 <0.001 MYC
(4E,7E,10E,13E) - Hexadeca-4,7,10,13 - tetraenoic acid 2.81 0.003 MLY
Lysylserine 0.43 0.009 MYC
L-cis-Cyclo (aspartylphenylalanyl) 2.22 0.009 MLY
Uridine 2.82 0.010 MLY
PC (18:0/22:6(42,72,102,13Z2,16Z,19Z)) 3.99 0.011 MLY
LysoPC (22:6(42,72,10Z,132,16Z,19Z)/0:0) 2.14 0.014 MLY
6-Deoxocastasterone 3.06 0.016 MLY
Hydroxyphenylacetylglycine 2.45 0.017 MLY
LysoPC (20:3(52,8Z,112)/0:0) 0.46 0.022 MYC
(S)-3-[(Cyanophenylmethyl)amino]-3-oxopropanoic acid 0.36 0.023 MYC
Coniferin 0.49 0.024 MYC
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Indoxyl sulfate

1-Octen-3-yl glucoside

Sanshodiol

2-Methylbutyrylglycine
2-Hepteneoylglycine

PA (20:3(82,11Z,14Z)-20H(5,6)/a-25:0)
Taurocholic acid
8,12-Epoxy-4(15),7,11-eudesmatrien-1-one
Lysyl-Lysine

Vinylacetylglycine

Thyroxine
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N-Nonanoylglycine

Indolelactic acid
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Figura 3. Analise de vias metabdlicas dos metabdlitos diferencialmente abundantes (n = 28)
entre os perfis metaboldmicos dos tratamentos MLY e MYC apds 8 dias de fornecimento da

dieta de terminagao.
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Tabela 6. Descricdo da analise de vias metabdlicas realizada a partir dos metabdlitos
diferencialmente abundantes (n = 28) entre os perfis metabolémicos dos tratamentos MLY e
MYC apds 8 dias de fornecimento da dieta de terminacao.

Via metabdlica P-valor Metabdlito

Glycerophospholipid metabolism 0.004 PC (40:6); LysoPC (22:6(42.72.10Z2.132.16Z.192)/0:0)
Pyrimidine metabolism 0.010 Uridine

Arachidonic acid metabolism 0.011 PC (40:6)

Linoleic acid metabolism 0.011 PC (40:6)

alpha-Linolenic acid metabolism 0.011 PC (40:6)

Primary bile acid biosynthesis 0.035 Taurocholate

Taurine and hypotaurine metabolism  0.035 Taurocholate

Tyrosine metabolism 0.042 Thyroxine

Sphingolipid metabolism 0.043 Sphingosine 1-phosphate

A PCA (Figura 4A) nao demonstrou segregacao entre os perfis metabolémicos
séricos dos tratamentos MLY e MYC aos 97 dias de confinamento (P = 0.766), sendo
que os componentes principais PC1 e PC2 explicaram 20.7% da variancia total do
conjunto de dados. Entretanto, a HCHA (Figura 4B) agrupou claramente os
tratamentos quando foram considerados os 50 metabdlitos mais relevantes
identificados pelo teste t.

A comparacao estatistica entre os perfis metaboldbmicos séricos dos
tratamentos MLY e MYC aos 97 dias de fornecimento da dieta de terminagéo revelou
28 metabdlitos diferencialmente abundantes (Figura 5; Tabela 7). Destes, 13
apresentaram maior abundancia no grupo MLY, enquanto 15 apresentaram maior
abundancia no grupo MYC.

A anadlise de vias metabdlicas dos DAMs (n = 28) identificou quatro vias
significativamente afetadas (Figura 6 e Tabela 8), incluindo o metabolismo dos
esfingolipidios (P = 0.003; impacto = 0.017), o metabolismo dos glicerofosfolipidios (P
= 0.004; impacto = 0.112), o metabolismo de um carbono mediado pelo folato (one
carbon pool by folate) (P = 0.012; impacto = 0.051) e o metabolismo da cisteina e da
metionina (P = 0.012; impacto = 0.027).
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Figura 4. Andlise de Componentes Principais (PCA) (A) e analise de mapa de calor com
agrupamento hierarquico (hierarchical clustering heatmap), considerando os 50 metabdlitos
mais informativos (B), dos perfis metaboldbmicos (n = 700) dos tratamentos MLY e MYC apds

97 dias de fornecimento da dieta de terminacao.
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Figura 5. Analise de grafico vulcao (volcano plot) (P < 0.05; fold change = 1.5 ou < 0.66) entre
os perfis metabolémicos (n = 700) dos tratamentos MLY e MYC apds 97 dias de fornecimento

da dieta de terminacao.
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Tabela 7. Lista (n = 28) dos metabdlitos diferencialmente abundantes entre os perfis
metaboldomicos dos tratamentos MLY e MYC apds 97 dias de fornecimento da dieta de

terminacao.
Metabdlito Cffgrlﬁqe P-valor Tratamentos
1-(6Z,9Z,12Z-octadecatrienoyl)-glycero-3-phosphate 3.43 0.002 MLY
1,2,4-Nonadecanetriol 3.12 0.008 MLY
PC (14:0/22:4(72,102,132,162)) 0.35 0.011 MYC
S-Adenosylhomocysteine 3.32 0.013 MLY
PA (20:0/22:6(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z)) 0.51 0.016 MYC
PG (18:1(112)/22:6(42,72,10Z,13Z2,16Z,19Z)) 0.39 0.016 MYC
1-Heptadecene-4,6-diyne-3,9-diol 3.06 0.018 MLY
Histidylglycine 2.47 0.021 MLY
PC (18:0/22:5(42,72,102,132,162)) 0.48 0.024 MYC
Glucosamine 0.41 0.025 MYC
Indoxyl 2.82 0.027 MLY
N-gamma-Glutamyl-S-allylcysteine 0.49 0.027 MYC
Vinylacetylglycine 0.47 0.027 MYC
LysoPC(20:2(112,142)/0:0) 3.21 0.029 MLY
Feruloylquinic acid 0.45 0.030 MYC
Phytosphingosine 2.14 0.033 MLY
N-(1-Deoxy-1-fructosyl) histidine 3.49 0.033 MLY
LysoPE(0:0/14:0) 0.50 0.034 MYC
Carnosol 2.60 0.034 MLY
PC(16:0/22:4(7Z,102,13Z,16Z)) 0.60 0.035 MYC
Sphingosine 1-phosphate 0.51 0.036 MYC
3, 5-Tetradecadiencarnitine 0.35 0.037 MYC
Phenylacetylglycine 0.52 0.040 MYC
N-(1-Deoxy-1-fructosyl) methionine 2.80 0.047 MLY
2-Methylbutyrylglycine 0.47 0.047 MYC
3-Hydroxyquinine 0.44 0.048 MYC
alpha-Butyl-omega-hydroxypoly(oxyethylene) poly(oxypropylene) 2.08 0.049 MLY
Indolepyruvate 1.74 0.049 MLY
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Figura 6. Analise de vias metabdlicas dos metabdlitos diferencialmente abundantes (n = 28)
entre os perfis metaboldmicos dos tratamentos MLY e MYC apds 97 dias de fornecimento da
dieta de terminacgao.

Tabela 8. Descricdo da andlise de vias metabdlicas realizada a partir dos metabdlitos
diferencialmente abundantes (n = 28) entre os perfis metabolémicos dos tratamentos MLY e
MYC apds 97 dias de fornecimento da dieta de terminagao.

Via metabdlica P-valor Metabdlito

Sphingolipid metabolism 0.003 Sphingosine 1-phosphate; Phytosphingosine
Glycerophospholipid metabolism 0.004 PC (36:4); LysoPC (20:2(112,142)/0:0)
Arachidonic acid metabolism 0.011 PC (36:4)

Linoleic acid metabolism 0.011 PC (36:4)

alpha-Linolenic acid metabolism 0.011 PC (36:4)

One carbon pool by folate 0.012 S-Adenosyl-L-homocysteine
Cysteine and methionine metabolism 0.012 S-Adenosyl-L-homocysteine

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 0.026 D-Glucosamine

Tryptophan metabolism 0.049 Indolepyruvate
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4. Discussao

O presente estudo comparou os efeitos de diferentes produtos a base de
leveduras (levedura viva e cultura de levedura) com monensina sddica (MON) em
dietas de terminagdo (apo6s o periodo de adaptagcdo) para bovinos Nelore em
confinamento. Os resultados indicam que o fornecimento de MLY promoveu maior
PVF e maior PCQ quando comparados aos animais alimentados com MYC.
Resultados semelhantes foram observados por Geng et al. (2016), que compararam
a suplementagdo com levedura seca ativa e cultura de levedura em dietas de
terminacdo contendo MON. Os autores sugeriram que a auséncia de melhora no
desempenho dos animais alimentados com cultura de levedura estaria relacionada a
presenca de MON na dieta.

A razdo pela qual o efeito promotor de crescimento da levedura viva
aparentemente nao ser suprimido pela MON ainda nao esta totalmente esclarecida,
mas pode estar relacionada as diferengas nos mecanismos de acgao entre a levedura
viva e a cultura de levedura. Enquanto a cultura de levedura fornece metabdlitos
(acidos organicos, vitaminas e aminoacidos) com pouca ou nenhuma levedura viavel,
a viabilidade da levedura viva permite uma modulacao direta da microbiota ruminal,
incluindo o consumo de oxigénio residual e estimulo ao crescimento de bactérias
celuloliticas e utilizadoras de lactato (Chaucheyras-Durand et al., 2008; Chaucheyras-
Durand et al., 2010; Shurson et al., 2018). Diante disso, a metabolémica foi utilizada
para investigar os mecanismos associados as diferengas fenotipicas entre os
tratamentos.

De maneira geral, os perfis metabolémicos séricos indicaram diferengas no
metabolismo dos animais alimentados com MLY e MYC durante a fase inicial de
fornecimento dos aditivos e da dieta de terminagao (8 dias). Entre as diferengas no
metaboloma sérico, o metabolismo dos glicerofosfolipidios destacou-se por
apresentar o maior impacto e significancia biologica. Os animais alimentados com
MLY apresentaram maior abundancia de fosfolipidios, incluindo fosfatidilcolina e
lisofosfatidilcolina. Os fosfolipidios contendo colina desempenham papel importante
na absor¢cdo e transporte de lipidios, na sinalizagdo celular e na sintese de
lipoproteinas (Zeisel, 2001). As fosfatidilcolinas s&o essenciais no processo de efluxo
de triglicerideos e colesterol pelas VLDL e HDL, respectivamente (Artegoitia et al.,
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2019). Nos hepatdcitos, ela também regula a sintese de acidos graxos e a oxidagao
do colesterol (Li e Vance, 2008). Deste modo, uma baixa concentracédo de
fosfatidilcolina poderia culminar no acumulo de triglicerideos no figado e promover o
desenvolvimento de esteatose hepatica (Breukink e Wensing, 1998; Piepenbrink e
Overton, 2003).

No contexto de dietas de confinamento, caracterizadas pelo elevado aporte de
nutrientes e pelo maior fluxo de metabdlitos ao figado, a suplementagéo com levedura
viva pode ter contribuido para a otimizagdo do metabolismo hepatico, favorecendo a
exportacao de triglicerideos e auxiliando na manutengcdo da homeostase e da saude
hepatica. Adicionalmente, Zhou et al. (2025) observaram que a suplementagao com
levedura viva (Saccharomyces cerevisiae) reduziu a expressado hepatica de enzimas
de sintese lipidica (FASN, PPARy, DGAT1 e DGAT2) e aumentou enzimas de [3-
oxidagdo (PPARa e CPT1A) em ovelhas em lactagdo. Essas alteracbes foram
associadas a redugao do acumulo de lipidios hepaticos, reforgcando o potencial da
levedura viva na modulagdo do metabolismo hepatico.

Além disso, os glicerofosfolipidios parecem estar associados a bovinos com
melhor desempenho produtivo. Artegoitia et al. (2019) verificaram regulagao positiva
da fosfatidilcolina em animais com alto GPD. Em contraste, observaram que animais
menos eficientes apresentavam maior concentracdo hepatica de colesterol. Deste
modo, levando em consideragao a participagao da fosfatidilcolina no metabolismo
hepatico, a maior abundancia desse metabdlito nos animais do tratamento MLY pode
ter contribuido para o maior PVF e PCQ.

Além das alteracbes observadas no metabolismo dos glicerofosfolipidios, os
animais alimentados com MLY apresentaram maior abundancia sérica de taurocolato,
principal acido biliar conjugado com taurina e envolvido no metabolismo dos acidos
biliares. A sintese de acidos biliares ocorre a partir do catabolismo do colesterol no
figado (Li e Chiang, 2015). Em seguida, esses compostos sdo conjugados com taurina
ou glicina e secretados no duodeno pelos ductos biliares (Deng et al., 2024). Em sua
forma conjugada, os acidos biliares apresentam maior capacidade de emulsificagéo
de lipidios, favorecendo a digestdo e absorcédo de gorduras e, consequentemente, o
melhor aproveitamento desse substrato energético pelo organismo (Lai et al., 2026).

A maior concentracdo de taurocolato nesses animais corrobora os resultados

62



discutidos anteriormente em relacao a fungao dos glicerofosfolipidios na oxidagao do
colesterol hepatico, o que, consequentemente, pode gerar maior sintese de acidos
biliares.

Adicionalmente, observou-se maior abundancia de esfingosina-1-fosfato nos
animais alimentados com MLY aos 8 dias. A esfingosina-1-fosfato € um esfingolipidio
envolvido na regulacédo da inflamacéao, da resposta imune e da homeostase celular
(Merrill, 2011; Quinville et al., 2021). A suplementacdo com levedura viva
(Saccharomyces cerevisiae) tem sido associada a modulagao da resposta imune em
ruminantes (Broadway et al., 2015). Ma et al. (2021), avaliando bezerros de corte
desmamados suplementados com levedura seca ativa, observaram redugao das
concentracbes séricas de IL-1B e TNF-a, acompanhada por aumento de IL-10,
indicando atenuacdo da resposta inflamatéria. No presente estudo, embora as
concentracdes séricas de haptoglobina tenham sido elevadas (55.7 mg/dL), refletindo
o desafio metabdlico e inflamatério frequentemente associado a dietas de alto
concentrado em confinamento (Wittum et al., 1996), ndo foram observadas diferengas
entre os tratamentos para esse marcador. Esse resultado sugere que os grupos foram
submetidos a niveis semelhantes de inflamagao. Assim, a maior abundancia de
esfingosina-1-fosfato observada nos animais alimentados com MLY né&o parece estar
associada a uma maior intensidade inflamatdria, mas pode indicar diferencas na
regulacdo de vias relacionadas a resposta imune e a manutencdo da homeostase
inflamatdria. Corroborando essa hipotese, Lassallette et al. (2026), avaliando vacas
leiteiras no periodo pds-parto com inflamagao confirmada por elevadas concentracdes
de haptoglobina, observaram correlacdo positiva entre a esfingosina-1-fosfato
plasmatica e a IL-10, uma citocina associada a inibicdo de mediadores pro-
inflamatadrios, sugerindo que a esfingosina-1-fosfato pode participar de mecanismos
envolvidos na modulagao e resolugao da inflamacgao.

Essas alteragdes aos 8 dias alinham-se com as modificagdes observadas no
comportamento ingestivo dos animais no primeiro periodo. Os animais suplementados
com MLY apresentaram maior tempo de ruminagéao (289.06 vs. 228.96 min/dia), maior
eficiéncia de ruminacdo da matéria seca e maior consumo de alimento por refeicao.
Esses resultados sugerem que o tratamento MLY proporcionou um ambiente ruminal

mais estavel, favorecendo a ingestao e a utilizacdo dos nutrientes logo no inicio da
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fase de terminacao (Schwartzkopf-Genswein e Beauchemin, 2013). Em contraste, os
animais do grupo MYC adotaram um padrao alimentar distinto, caracterizado por
maior frequéncia de visitas ao cocho, porém com refeicbes mais curtas e de menor
tamanho, além de maior rejeicdo das particulas finas presentes na peneira de fundo.
Esse comportamento de fracionamento do consumo associado a sele¢ao negativa das
particulas mais finas, geralmente mais ricas em amido e concentrado, € descrito na
literatura como uma resposta adaptativa dos animais para minimizar uma fermentacao
excessiva no rumen (DeVries et al., 2009; Penner et al., 2009; Gonzalez et al., 2012).
Dessa forma, os resultados sugerem que animais alimentados com MYC adotaram
estratégias comportamentais para evitar quedas acentuadas do pH ruminal e reduzir
o risco de acidose subaguda.

Outra via significativamente impactada foi o metabolismo das pirimidinas, com
maior abundéancia sérica de uridina nos animais alimentados com MLY. Dietas ricas
em carboidratos nao fibrosos promovem intensa fermentagdo ruminal e maior
producao de acidos graxos de cadeia curta. Esse processo estimula a proliferacao e
a renovagao da comunidade microbiana do rumen, podendo favorecer o metabolismo
de acidos nucleicos, como a uridina, e a sintese de proteina microbiana (Fujira e
Shem, 2011; Tian et al., 2026). Considerando que os metabdlitos produzidos no rimen
podem ser absorvidos pelo epitélio ruminal e posteriormente transportados pela
corrente sanguinea para diferentes tecidos e 6rgaos (Fu et al., 2022), € plausivel supor
que os animais alimentados com MLY apresentaram maior intensidade fermentativa,
resultando em maior crescimento microbiano e, consequentemente, maior
disponibilidade de uridina na circulagdo sanguinea.

Os resultados acima estao de acordo com o estudo de Tian et al. (2026) que
observaram correlagéo positiva entre o peso corporal, todos os metabdlitos (incluindo
uridina) e os microrganismos Succiniclasticum ruminis, Succiniclasticum sp. e
Succinivibrio sp. A Succinivibrio fermenta carboidratos para produzir &cido succinico,
gue é entdo convertido em propionato pela Succiniclasticum (Takizawa et al., 2021).
Para reforcar esta hipdtese, Geng et al. (2022) observaram mudanca no género
bacteriano dominante em animais suplementados com levedura seca ativa, onde
passou de Ruminobacter para Succiniclasticum, ou seja, maior abundancia de

bactérias produtoras de propionato que participam da sintese e do metabolismo da
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glicose em ruminantes (Van Gylswyk, 1995). Portanto, pode ser que a combinacao
MLY tenha promovido um maior crescimento microbiano e gerado uma maior
propor¢éo de propionato em relagéo ao tratamento MYC, o que pode ter contribuido
para o melhor desempenho desses animais.

Os perfis metabolémicos séricos também indicaram diferengas no metabolismo
dos animais alimentados com MLY e MYC durante a fase final de fornecimento da
dieta de terminacgao (97 dias). No entanto, enquanto aos 8 dias a esfingosina-1-fosfato
foi mais abundante nos animais MLY, aos 97 dias esse padréo se inverteu, com maior
abundancia observada nos animais MYC. Os animais alimentados com MYC
apresentaram maior seletividade para particulas longas da dieta durante a fase final
da terminacdo. Em dietas com elevada proporcdo de concentrado, esse
comportamento pode representar uma adaptacao visando aumentar o tamponamento
do rumen via saliva e contribuir para a manutencéo do ambiente ruminal (DeVries et
al., 2014). Desse modo, é possivel que diferengas na dindmica fermentativa entre os
tratamentos possam ter influenciado a resposta imunometabdlica dos animais ao
longo do tempo. Nesse contexto, a maior abundéancia sérica de esfingosina-1-fosfato
observada nos animais MYC aos 97 dias pode refletir mecanismos associados a
regulacdo da resposta imune e a manutengao da homeostase tecidual, uma vez que
esse metabdlito participa da sinalizagao inflamatéria, do recrutamento de células
imunes e da preservagao da integridade de barreiras epiteliais.

Em contraste, animais alimentados com MLY tiveram maior abundancia de S-
adenosilhomocisteina (SAH), metabdlito relacionado ao metabolismo de um carbono,
da cisteina e da metionina. A SAH é formada apos a doacao de grupos metila pela S-
adenosilmetionina (SAM) e é um indicativo de niveis adequados de metionina no
organismo (Zeisel e Blusztajn, 1994). Apos sua formacéo, a SAH é hidrolisada em
homocisteina e adenosina pela enzima SAH hidrolase (Lu, 2013; Clare et al., 2019).
A homocisteina pode seguir a via da transsulfuragdo, resultando na formagcao de
cisteina (Clare et al., 2019). A cisteina faz parte do processo para sintese de taurina e
glutationa, ambas associadas a propriedades antioxidantes (Métayer et al., 2008).
Deste modo, o aumento de SAH no soro de bovinos alimentados com MLY pode
aumentar a produgéo desses antioxidantes, contribuindo potencialmente para o alivio

do estresse oxidativo e da inflamacé&o (Alharthi et al., 2018).
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Por outro lado, a homocisteina também pode ser remetilada para regenerar
metionina, processo que depende do ciclo do folato e da vitamina B12 (Clare et al.,
2019; Costa et al.,, 2025). Dessa forma, pode-se sugerir que 0s animais
suplementados com MLY apresentaram maior sintese de proteina microbiana.
Corroborando essa hipétese, Geng et al. (2022), ao avaliarem os efeitos da
suplementagcéo com levedura seca ativa e cultura de levedura sobre o metaboloma
ruminal de bovinos em terminagdo, observaram maiores concentragdes de
hipoxantina apenas nos animais que receberam levedura seca ativa. A hipoxantina é
considerada um biomarcador da sintese de proteina microbiana (Ametaj et al., 2010);
portanto, os autores concluiram que a suplementagdo com levedura seca ativa
favorece a sintese de proteina microbiana de forma mais eficiente do que a cultura de
levedura.

Considerando os resultados obtidos, o tratamento MLY mostrou-se superior ao
MYC. Enquanto as alteragées no comportamento alimentar sugerem que os animais
do grupo MYC adotaram estratégias comportamentais para mitigar possiveis desafios
digestivos, o perfil metabolémico revelou que o tratamento MLY promoveu uma
otimizagcao do metabolismo hepatico e lipidico aos 8 dias de fornecimento da dieta de
terminacao, além de resultar em uma resposta metabdlica mais eficiente ao final do
periodo de terminacdo. Essa maior eficiéncia metabdlica provavelmente contribuiu
para o melhor desempenho produtivo observado nos animais suplementados com

MLY em comparagao aqueles submetidos ao tratamento MYC.

5. Conclusao

O metaboloma sérico demonstrou que bovinos Nelore alimentados com MLY
apresentaram maior concentragcdo de metabdlitos associados ao metabolismo de
glicerofosfolipidios, das pirimidinas e de um carbono, o que provavelmente contribuiu
para o melhor desempenho observado apés o periodo de adaptacédo ao confinamento.

4. Referéncias Bibliograficas

ALHARTHI, A. S.; BATISTEL, F.; ABDELMEGEID, M. K.; LASCANO, G.; PARYS, C;
HELMBRECHT, A.; TREVISI, E.; LOOR, J. J. Maternal supply of methionine during

66



late-pregnancy enhances rate of Holstein calf development in utero and postnatal
growth to a greater extent than colostrum source. Journal of Animal Science and
Biotechnology, [S. ], v. 9, n. 1, p. 83, dez. 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1186/s40104-018-0298-1.

AMETAJ, B. N.; ZEBELI, Q.; SALEEM, F.; PSYCHOGIOS, N.; LEWIS, M. J.; DUNN,
S. M,; XIA, J.; WISHART, D. S. Metabolomics reveals unhealthy alterations in rumen
metabolism with increased proportion of cereal grain in the diet of dairy cows.
Metabolomics, [S. /], v. 6, n. 4, p. 583-594, dez. 2010. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s11306-010-0227-6.

ARTEGOITIA, V. M.; FOOTE, A. P.; LEWIS, R. M.; FREETLY, H. C. Metabolomics
Profile and Targeted Lipidomics in Multiple Tissues Associated with Feed Efficiency in
Beef Steers. ACS Omega, [S. /], v. 4, n. 2, p. 3973-3982, 28 fev. 2019. Disponivel
em: https://doi.org/10.1021/acsomega.8b02494.

AXELSON, M.; ELLIS, E.; MORK, B.; GARMARK, K., ABRAHAMSSON, A
BJORKHEM, I.; ERICZON, B.-G.; EINARSSON, C. Bile acid synthesis in cultured
human hepatocytes: support for an alternative biosynthetic pathway to cholic acid.
Hepatology, [S. /], v. 31, n. 6, p. 1305-1312, jun. 2000. Disponivel em:
https://doi.org/10.1053/jhep.2000.7877.

BERNHARD, W.; LANGE, R.; GRAEPLER-MAINKA, U.; ENGEL, C.; MACHANN, J.;
HUND, V.; SHUNOVA, A.; HECTOR, A.; RIETHMULLER, J. Choline Supplementation
in Cystic Fibrosis—The Metabolic and Clinical Impact. Nutrients, [S. /], v. 11, n. 3, p.
656, 18 mar. 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/nu11030656.

BREUKINK, H. J.; WENSING, Th. Pathophysiology of the liver in high yielding dairy
cows and its consequences for health and production. The Bovine Practitioner, [S.
1], p. 73-78, 1 jan. 1998. Disponivel em: https://doi.org/10.21423/bovine-
vol1998n032.1p73-78.

BROADWAY, P.; CARROLL, J.; SANCHEZ, N. Live Yeast and Yeast Cell Wall
Supplements Enhance Immune Function and Performance in Food-Producing
Livestock: A Review t,1. Microorganisms, [S. /], v. 3, n. 3, p. 417-427, 7 ago. 2015.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/microorganisms3030417.

67



CHAUCHEYRAS-DURAND, F.; DURAND, H. Probiotics in animal nutrition and health.
Beneficial Microbes, [S. /], v. 1, n. 1, p. 3-9, 1 mar. 2010. Disponivel em:
https://doi.org/10.3920/BM2008.1002.

CHAUCHEYRAS-DURAND, F.; WALKER, N. D.; BACH, A. Effects of active dry yeasts
on the rumen microbial ecosystem: Past, present and future. Animal Feed Science
and Technology, [S. /], v. 145, n. 1-4, p. 5-26, ago. 2008. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2007.04.019.

CHIANG, J. Y. L. Bile Acid Metabolism and Signaling. In: TERJUNG, R. (org.).
Comprehensive Physiology. 1. ed. [S. I.]: Wiley, jul. 2013. ed. 1, p. 1191-1212. DOI:
https://doi.org/10.1002/cphy.c120023. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cphy.c120023. Acesso em: 14 jun. 2026.

CLARE, C. E.; BRASSINGTON, A. H.; KWONG, W.Y.; SINCLAIR, K. D. One-Carbon
Metabolism: Linking Nutritional Biochemistry to Epigenetic Programming of Long-Term
Development. Annual Review of Animal Biosciences, [S. /], v. 7, n. 1, p. 263-287,
15 fev. 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1146/annurev-animal-020518-115206.

COSTA, T. C.; NASCIMENTO, K. B.; DANES, M. D. A. C.; GIONBELLI, M. P;
DUARTE, M. D. S. Rumen-protected methionine for dairy and beef cattle: current
perspectives on methionine role, supplementation strategies, metabolism, health, and
performance. Frontiers in Animal Science, [S. /], v. 6, p. 1713884, 17 dez. 2025.
Disponivel em: https://doi.org/10.3389/fanim.2025.1713884.

DENG, Z.; WU, B.; YI, X.; MA, J.; LIU, Y.; NUSSIO, L. G.; MENG, Q.; ZHOU, Z.; WU,
H. The Effect of Yucca schidigera Extract on Serum Metabolites of Angus Crossbreed
Steers with Metabolomics. Metabolites, [S. /], v. 14, n. 1, p. 58, 15 jan. 2024.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/metabo14010058.

DEVRIES, T. J.; BEAUCHEMIN, K. A.; DOHME, F.; SCHWARTZKOPF-GENSWEIN,
K. S. Repeated ruminal acidosis challenges in lactating dairy cows at high and low risk
for developing acidosis: Feeding, ruminating, and lying behavior. Journal of Dairy
Science, [S. /], v. 92, n. 10, p. 5067-5078, out. 2009. Disponivel em:
https://doi.org/10.3168/jds.2009-2102.

68



DEVRIES, T. J.; SCHWAIGER, T.; BEAUCHEMIN, K. A.; PENNER, G. B. The duration
of time that beef cattle are fed a high-grain diet affects feed sorting behavior both
before and after acute ruminal acidosis1,2. Journal of Animal Science, [S. /], v. 92,
n.4,p. 1728-1737, 1 abr. 2014. Disponivel em: https://doi.org/10.2527/jas.2013-7252.

FU, Y.;; HE, Y,; XIANG, K.; ZHAO, C.; HE, Z,; QIU, M.; HU, X.; ZHANG, N. The Role of
Rumen Microbiota and Its Metabolites in Subacute Ruminal Acidosis (SARA)-Induced
Inflammatory Diseases of Ruminants. Microorganisms, [S. /], v. 10, n. 8, p. 1495, 25
jul. 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/microorganisms10081495.

FUJIHARA, T.; SHEM, M. N. Metabolism of microbial nitrogen in ruminants with special
reference to nucleic acids. Animal Science Journal, [S. /], v. 82, n. 2, p. 198-208,
abr. 2011. Disponivel em: https://doi.org/10.1111/j.1740-0929.2010.00871.x.

GAO, K.; GENG, C. Alterations in the rumen bacterial communities and metabolites of
finishing bulls fed high-concentrate diets supplemented with active dry yeast and yeast
culture. Frontiers in Microbiology, [S. /], v. 13, p. 908244, 20 dez. 2022. Disponivel
em: https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.908244.

GENG, C.; REN, L.; ZHOU, Z.; CHANG, Y.; MENG, Q. Comparison of active dry yeast
(Saccharomyces cerevisiae) and yeast culture for growth performance, carcass traits,
meat quality and blood indexes in finishing bulls. Animal Science Journal, [S. /], v.
87, n. 8, p. 982-988, ago. 2016. Disponivel em: https://doi.org/10.1111/asj.12522.

GLINTON, K. E.; BENKE, P. J.; LINES, M. A.; GERAGHTY, M. T.; CHAKRABORTY, P;;
AL-DIRBASHI, O. Y.; JIANG, Y.; KENNEDY, A. D.; GROTEWIEL, M. S.; SUTTON, V.
R.; ELSEA, S. H.; EL-HATTAB, A. W. Disturbed phospholipid metabolism in serine
biosynthesis defects revealed by metabolomic profiling. Molecular Genetics and
Metabolism, [S. /], v. 123, n. 3, p. 309-316, mar. 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2017.12.009.

GONZALEZ, L. A.; MANTECA, X.; CALSAMIGLIA, S.; SCHWARTZKOPF-
GENSWEIN, K. S.; FERRET, A. Ruminal acidosis in feedlot cattle: Interplay between
feed ingredients, rumen function and feeding behavior (a review). Animal Feed
Science and Technology, [S. /], v. 172, n. 1-2, p. 66-79, fev. 2012. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2011.12.009.

69



GUNDERMANN, K.-J.; KUENKER, A.; KUNTZ, E.; DROZDZIK, M. Activity of essential
phospholipids (EPL) from soybean in liver diseases. Pharmacological Reports, [S.
1], v. 63, n. 3, p. 643-659, maio 2011. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/S1734-
1140(11)70576-X.

HOLTSHAUSEN, L.; SCHWARTZKOPF-GENSWEIN, K. S.; BEAUCHEMIN, K. A.
Short Communication: Ruminal pH profile and feeding behaviour of feedlot cattle
transitioning from a high-forage to a high-concentrate diet. Canadian Journal of
Animal Science, [S. /], v. 93, n. 4, p. 529-533, dez. 2013. Disponivel em:
https://doi.org/10.4141/cjas2013-073.

LA, J.; ZENTEK, J.; GRZESKOWIAK, t.. M. Dietary Fiber Regulation of Gut Microbiota
and Bile Acid Metabolism in Animals: Implications for Animal Nutrition. Veterinary
Sciences, [S. /], v. 13, n. 2, p. 209, 23 fev. 2026. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/vetsci13020209.

LASSALLETTE, E.; BAYSSE, A. P.; GAUSSERES, B.; FOUCRAS, G.; GUERRE, P.
Targeted analysis of sphingolipids and cytokines in plasma of dairy cows after calving
reveals distinct impacts of systemic inflammation, ketosis, and mastitis. Journal of
Animal Science and Biotechnology, [S. /.],v. 17, n. 1, p. 6, 12 jan. 2026. Disponivel
em: https://doi.org/10.1186/s40104-025-01325-3.

LI, L.; LI, J.; LIU, Z.; JIN, Z.; WANG, M.; WU, Y.; ZHANG, Z.; HOU, X.; YAO, J.; ZHANG,
J. Effects of supplementing bile acids on the production performance, fatty acid and
bile acid composition, and gut microbiota in transition dairy cows. Journal of Animal
Science and Biotechnology, [S. /], v. 16, n. 1, p. 83, 12 jun. 2025. Disponivel em:
https://doi.org/10.1186/s40104-025-01207-8.

LI, T.; CHIANG, J. Y. L. Bile acids as metabolic regulators: Current Opinion in
Gastroenterology, [S. /], v. 31, n. 2, p. 159-165, mar. 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.1097/MOG.0000000000000156.

LI, Z.; AGELLON, L. B.; ALLEN, T. M.; UMEDA, M.; JEWELL, L.; MASON, A.; VANCE,
D. E. The ratio of phosphatidylcholine to phosphatidylethanolamine influences
membrane integrity and steatohepatitis. Cell Metabolism, [S. /], v. 3, n. 5, p. 321-331,
maio 2006. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.cmet.2006.03.007.

70



LI, Z.; VANCE, D. E. Thematic Review Series: Glycerolipids. Phosphatidylcholine and
choline homeostasis. Journal of Lipid Research, [S. /], v. 49, n. 6, p. 1187-1194, jun.
2008. Disponivel em: https://doi.org/10.1194/jir.R700019-JLR200.

LU, S. C. Glutathione synthesis. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General
Subjects, [S. /], v. 1830, n. 5, p. 3143-3153, maio 2013. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2012.09.008.

MA, J.; WANG, C.; WANG, Z.; CAO, G.; HU, R.; WANG, X.; ZOU, H.; KANG, K.; PENG,
Q.; XUE, B.; WANG, L.; ZHU, Y.; ZHU, X. Active dry yeast supplementation improves
the growth performance, rumen fermentation, and immune response of weaned beef
calves. Animal Nutrition, [S. /], v. 7, n. 4, p. 1352-1359, dez. 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.aninu.2021.06.006.

MERRILL, A. H. Sphingolipid and Glycosphingolipid Metabolic Pathways in the Era of
Sphingolipidomics. Chemical Reviews, [S. /], v. 111, n. 10, p. 6387-6422, 12 out.
2011. Disponivel em: https://doi.org/10.1021/cr2002917.

METAYER, S.; SEILIEZ, I.; COLLIN, A.; DUCHENE, S.; MERCIER, Y.; GERAERT, P.-
A.; TESSERAUD, S. Mechanisms through which sulfur amino acids control protein
metabolism and oxidative status. The Journal of Nutritional Biochemistry, [S. /], v.
19, n. 4, p. 207-215, abr. 2008. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2007.05.006.

NIE, C.; HE, T.; ZHANG, W.; ZHANG, G.; MA, X. Branched Chain Amino Acids: Beyond
Nutrition Metabolism. International Journal of Molecular Sciences, [S. /], v. 19, n.
4, p. 954, 23 mar. 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/ijms19040954.

PIEPENBRINK, M. S.; OVERTON, T. R. Liver Metabolism and Production of Cows Fed
Increasing Amounts of Rumen-Protected Choline During the Periparturient Period.
Journal of Dairy Science, [S. /], v. 86, n. 5, p. 1722-1733, maio 2003. Disponivel em:
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)73758-8.

QUINVILLE, B. M.; DESCHENES, N. M.; RYCKMAN, A. E.; WALIA, J. S. A
Comprehensive Review: Sphingolipid Metabolism and Implications of Disruption in
Sphingolipid Homeostasis. International Journal of Molecular Sciences, [S. /], v.
22,n.11,p. 5793, 28 maio 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/ijms22115793.

7



SHURSON, G. C. Yeast and yeast derivatives in feed additives and ingredients:
Sources, characteristics, animal responses, and quantification methods. Animal Feed
Science and Technology, [S. /], v. 235, p. 60-76, jan. 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2017.11.010.

STENTOFT, C.; RG@GJEN, B. A.; JENSEN, S. K. KRISTENSEN, N. B;
VESTERGAARD, M.; LARSEN, M. Absorption and intermediary metabolism of purines
and pyrimidines in lactating dairy cows. British Journal of Nutrition, [S. /.], v. 113, n.
4, p. 560-573, 28 fev. 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.1017/S0007114514004000.

SWYERS, K. L.; WAGNER, J. J.; DORTON, K. L.; ARCHIBEQUE, S. L. Evaluation of
Saccharomyces cerevisiae fermentation product as an alternative to monensin on
growth performance, cost of gain, and carcass characteristics of heavy-weight yearling
beef steers1. Journal of Animal Science, [S. ], v. 92, n. 6, p. 25638-2545, 1 jun. 2014.
Disponivel em: https://doi.org/10.2527/jas.2013-7559.

TAKIZAWA, S.; ASANO, R.; FUKUDA, Y.; BABA, Y., TADA, C.; NAKAI Y.
Characteristics of various fibrolytic isozyme activities in the rumen microbial
communities of Japanese Black and Holstein Friesian cattle under different conditions.
Animal Science Journal, [S. /], v. 92, n. 1, p. e13653, jan. 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1111/asj.13653.

TIAN, X.; FENG, Y.; WANG, C.; ZHAO, W.; XUE, L.; ZHU, L.; JI, X.; WANG, H.; GU,
Y.; JIANG, Q.; ZHANG, J. Analysis of the characteristics of rumen microorganisms and
their metabolites and plasma metabolites in crossbred beef cattle at different stages.
Veterinary Research Communications, [S. /], v. 50, n. 3, p. 230, jun. 2026.
Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11259-026-11151-1.

VAN GYLSWYK, N. O. Succiniclasticum ruminis gen. nov., sp. nov.,, a Ruminal
Bacterium Converting Succinate to Propionate as the Sole Energy-Yielding
Mechanism. International Journal of Systematic Bacteriology, [S. /], v. 45, n. 2, p.
297-300, 1 abr. 1995. Disponivel em: https://doi.org/10.1099/00207713-45-2-297.

72



VAN MEER, G.; VOELKER, D. R.; FEIGENSON, G. W. Membrane lipids: where they
are and how they behave. Nature Reviews Molecular Cell Biology, [S. /], v. 9, n. 2,
p. 112—124, fev. 2008. Disponivel em: https://doi.org/10.1038/nrm2330.

WANG, C.; FU, R.-J.; XU, D.-Q.; ZUO, Q.; LIU, J.-P.; TANG, Y.-P. A study integrated
metabolomics and network pharmacology to investigate the effects of Shicao in
alleviating acute liver injury. Journal of Ethnopharmacology, [S. /], v. 319, p. 117369,
jan. 2024. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.jep.2023.117369.

ZEISEL, S H. Choline and Human Nutrition. [S. /], [S. d.].

ZEISEL, Steven H.; NICULESCU, M. D. Perinatal Choline Influences Brain Structure
and Function. Nutrition Reviews, [S. /], v. 64, n. 4, p. 197-203, abr. 2006. Disponivel
em: https://doi.org/10.1111/j.1753-4887.2006.tb00202.x.

ZHANG, R.; MEI, S.; HE, G.; WEI, M.; CHEN, L.; CHEN, Z.; ZHONG, Y.; ZHOU, B,
WANG, K.; CHENG, Z.; WANG, C.; ZHU, E.; CHEN, C. Feeding probiotics-fermented
distiller’s grains diets increases rumen enzyme activities and glycerophospholipid
levels in finishing cattle by modulating rumen microbiota. Microbiome, [S. /], v. 13, n.
1, p. 137, 2 jun. 2025. Disponivel em: https://doi.org/10.1186/s40168-025-02138-2.

ZHENG, L.; SHEN, J.; HAN, X,; JIN, C.; CHEN, X.; YAO, J. High rumen degradable
starch diet induced blood bile acids profile changes and hepatic inflammatory response
in dairy goats. Animal Nutrition, [S. /], v. 14, p. 121-129, set. 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.aninu.2023.04.008.

ZHOU, S.; HUANG, J.; ZHANG, H.; SONG, X.; JIANG, Y.; ZHAO, X.; SHEN, X. Live
yeast (Saccharomyces cerevisiae) improves growth performance and liver metabolic
status of lactating Hu sheep. Journal of Dairy Science, [S. /], v. 108, n. 4, p. 3700—
3715, abr. 2025. Disponivel em: https://doi.org/10.3168/jds.2024-25829.

ZHU, M.; ZHENG, Y,; LOU, S.; ZHANG, R.; FENG, D.; LEI, X.; CHEN, L.; WANG, J;
YAO, J.; DENG, L. Taurodeoxycholic, taurocholic, and glycocholic acids promote
hepatic gluconeogenesis via TGR5 in dairy cows. Journal of Animal Science and
Biotechnology, [S. L], v. 16, n. 1, p. 142, 30 out. 2025. Disponivel em:
https://doi.org/10.1186/s40104-025-01275-w.

73



