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CONSIDERAGOES INICIAIS

O sistema agroindustrial da pecuaria brasileira ocupa lugar de destaque
dentro das atividades do agronegécio — em 2015, representou 6,82% do PIB
nacional (Cepea, 2016b). As atividades relativas a bovinocultura de corte
brasileira possuem destaques, dado que o pais possui 0 maior rebanho
comercial do mundo e se encontra na segunda posicdo como O maior
exportador mundial de carne bovina. A principal caracteristica dessa atividade
no pais é a heterogeneidade nos sistemas de producdo e nos mecanismos de
gestdo e de comercializagdo do gado. Coexistem dois sistemas de produgao
bastante distintos: O primeiro é de alta qualidade caracterizada pela adogao de
tecnologia avangada e padrdes eficientes de gestdo e de comercializagdo. O
segundo, de baixa tecnologia, baseado em uma produgao extensiva, e padrdes
simplistas de gestdo e comercializagdo do produto (Carvalho e Zen, 2017).
Com o aumento crescente da competitividade dos mercados mundiais e o
aumento expressivo da demanda mundial por alimentos vém-se pressionando
demasiadamente os produtores nacionais a intensificarem e aumentarem a
implantacao de tecnologia, fazendo com que o balango da atividade tenda para
o lado de alta qualidade e alta eficiéncia. Como resultado dessa pressao, a
utilizacado de confinamentos vem se tornando cada vez mais importante para a
cadeia produtiva da carne bovina, a qual obteve crescimento de 133% nos
ultimos dez anos (FNP, 2002), e alcangou numero de 3.377.311 milhdes de
cabecas confinadas em 2012 (ANUALPEC, 2013). Com os custos de producao
elevados e as margens estreitas, é necessario tragar estratégias que
minimizem as perdas e otimize o desempenho dos animais (Carvalho e Zen,
2017).

Como nos EUA, o sistema de producao de bovinos de corte brasileiro é
estratificado em dois setores: 1) sistema de cria, onde as fémeas bovinas séo
destinadas a reprodugédo e producao de bezerros e 2) sistema de recria e
terminagcdo, que consiste no crescimento e acabamento desses animais que
sdo destinados ao abate para producédo de carne. Logo apés o desmame os
bezerros sdo vendidos, transportados para diferentes locais onde serao

confinados até atingirem o ponto de abate (Paes, 2005). O periodo de transigcao
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recria-confinamento nas operagdes de bovinocultura de corte expde os animais
a diversos desafios de estresse durante e apds entrarem no confinamento. A
fase de entrada no confinamento inclui o transporte, mistura com diferentes
animais e exposi¢cao a novas dietas e ambiente, além da exposicdo a manejos
que geram estresse como: Vacinagao, vermifugagdo, brincagem de
identificacao, separacao de lotes, castragdao, descornas e mudancas de dieta
(Loerch e Fluharty, 1999; Duff e Galyean, 2007). A combinacdo desses
estressores €& conhecido por estimular respostas inflamatérias e
neuroenddcrinas que prejudicam a imunocompeténcia e produtividade dos
animais (Cooke, 2017). Pesquisas relacionadas ao estresse e impacto do
estresse nos pardmetros de saude e desempenho sdo amplamente
reproduzidas, por estarem presentes em todos os sistemas de producdo e
terem impacto direto na saude e produtividade animal (Carroll e Fosberg,
2007).

O transporte dos animais para o confinamento gera uma privagao de
agua e alimentos aos animais; Essa privacdo durante o transporte pode
ocasionar a morte de microrganismos ruminais além de casos de endotoxemia
pela morte exarcebada dos mesmos (Marques et al., 2012). A privagdo de
alimento/aguaé um dos principais contribuintes para uma reacao de fase aguda
(RFA) e reducdo no desempenho na chegada ao confinamento em bovinos
transportados por longas distancias (Marques et al., 2012), além de estimular a
mobilizacao de reservas de gordura corporal por privagdo de nutrientes (Cooke
et al., 2007). A relevancia das respostas de fase aguda pode ser o indicador da
subsequente produtividade no confinamento, principalmente durante o periodo
de entrada no mesmo (Arthington et al., 2005; Qiu et al., 2007). Araujo et al.
(2010), reportaram que bezerros de corte que foram transportados por longas
distancias para o confimaneto tiveram correlagdo negativa entre proteinas de
fase aguda (PFA), ganho de médio diario (GMD) e ingestdo de matéria seca
(IMS). Portanto, a ativacado do sistema imune induzida pelo estresse e cortisol
elevado pode se tornar prejudicial ao desempenho posterior dos animais
(Loerch e Fluharty, 1999).

A morbidade e mortalidade causada por doenca respiratoria bovina
(DRB) é o problema de saude de maior impacto entre as fases de desmama e

entrada no confinamento na industria de carne bovina americana (Duff e
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Galyean, 2007). Woolums et al. (2005), em pesquisa com 561 confinamentos,
em 21 estados americanos, relataram que DRB foi a principal causa de
morbidade e mortalidade em animais confinados. De acordo com Pinto e Millen
(2018), o maior problema de saude encontrado nos confinamentos brasileiros
sdo animais diagnosticados com DRB. O tratamento para DRB demanda
trabalho e custos com medicamentos que impactam negativamente no bem-
estar, desempenho, qualidade de carcaca e marmoreio desses animais,
ampliando os efeitos econémicos negativos na atividade (Montgomery et al.
1984; Gardner et al., 1999; Loneragan et al., 2001).

Apesar da vacinagao contra DRB e esforgos para minimizar o estresse,
a incidéncia de DRB é elevada durante a fase de entrada no confinamento,
(Snowder et al., 2008; Wilson et al., 2016). A elevada taxa de morbidade vem
sendo um fator preocupante dentro das operacdes de terminacdo de bovinos
de corte, por reduzir o desempenho animal e diminuir a lucratividade da
atividade. Portanto, o uso de estratégias alimentares, tais como, o uso de
aditivos como promotores de crescimento, que promovem um aumento na
produtividade, com aumento na eficiéncia de produgcdo e melhoria no
desempenho (Samuelson et al., 2016). Porém, com o aumento das restrigdes
a respeito do uso de antibidticos promotores de crescimento na alimentacao
animal (US Food and Drug Administration, 2015), e a proibicdo imposta pela
Unido Européia sobre o uso do mesmo (Directiva 1831/2003 / CEE, Comissao
Européia, 2003), é crescente e necessaria a busca por novas estratégias
alimentares para melhorar o desempenho e imunidade do animal.

Isso inclui alimentos ndo antibiéticos que melhoram a imunidade e a
funcdo ruminal, tais como Micro-Aid (MA; DPI Global; Porterville, CA). Esse
produto é produzido a partir do extrato purificado da planta de Yucca
schidigera, contendo aproximadamente =18% de saponina (Base da MS;
Singer et al., 2008). As saponinas contém propriedades imunomodulatérias que
aumentam a resposta dos anticorpos e linfécitos aos antigenos (Shi et al.,
2004), enquanto também modulam a fermentagdo ruminal, diminuindo a
populacdo de protozoarios e a taxa de passagem (Goetsch e Owens, 1985;
Hristov et al., 2004). A suplementacdo com MA para animais em uma dieta a
base de forragem a um nivel de 1 ou 2 g/animal/dia aumentou a

disgestibilidade in situ de forragem no raimen (McMurphy et al., 2014a) mas nao
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o GMD (McMurphy et al.,, 2014b), enquanto que a suplementagcdo com MA
aumentou o fluxo de proteina microbiana (McMurphy et al., 2014a). No entanto,
os efeitos da suplementacdo com MA sobre o desempenho e parametros de

imunidade em animais recém chegados no confinamento ainda sao escassos.
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REVISAO DE LITERATURA

1. ESTRESSE EM BOVINOS NA FASE DE RECEBIMENTO NO
CONFINAMENTO

A cadeia produtiva da bovinocultura de corte apresenta diversas etapas,
contudo ha uma série de manejos até que os animais cheguem ao seu destino
final. Inevitavelmente, bovinos de corte passam por experiéncias de estresse
durante essas etapas (Carroll e Forsberg, 2007). Um classico exemplo ocorre
durante a transigdo dos animais do local onde foram recriados para um
confinamento comercial, onde os animais sao expostos a uma grande carga
estressora em um curto intervalo de tempo (Araujo et al., 2010). Isso inclui
estresse psicoldgico, fisiolégico e fisico, associados aos manejos como:
desmama, mistura com novos animais e novo ambiente (estresse psicoldgico),
injuria, estresse térmico, fadiga, restricdo de agua e alimento durante o
transporte (estresse fisico), resultando em uma perturbacdo nas funcdes
enddcrinas e neuroenddécrinas (estresse fisioldgico) caracterizado pela ativagéo
da resposta de fase aguda (RFA; Carroll e Forsberg, 2007). Segundo Duff e
Galyean (2007), a fase de recebimento no confinamento € uma das fases mais
criticas dentro do ciclo de producdo de carne, que acomete os primeiros
sessenta dias de confinamento, podendo comprometer o desempenho desses
animais durante o periodo de crescimento e terminacao.

As diversas experiéncias que os animais passam durante esse periodo
geram uma série de mudangas comportamentais e fisioldgicas, dentre elas a
restricdo alimentar ou irregularidade na ingestdo que ocorrem inevitavelmente,
prejudicando ainda mais a produtividade e imunocompeténcia nesta fase
(Hutcheson e Cole., 1986; Hayirli et al., 2002; Haley et al., 2005; Mader et al.,
2006; Marques et al., 2012; Lippolis et al., 2017). Por exemplo, a privagcédo de
agua e alimento durante o transporte por longas disténcias (> 24 h) € o maior
contribuinte para a RFA na fase de entrada no confinamento (Marques et al.,
2012). Animais recém chegados ao confinamento levam pelo menos duas
semanas para reestabelecer a normalidade na ingestdo de matéria seca (IMS;

Hutcheson e Cole, 1986; Zahng et al, 2013b). Além disso, a restricdo de agua e



alimentos pode prejudicar a absorgdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) no rumen (Zhang et al, 2013a). Bem como, a restricdo de nutrientes
estimula a mobilizagdo de reserva corporal (Cooke et al., 2007), e uma
resposta de estresse neuroendocrina (Ward et al., 1992; Henricks et al., 1994).
Esse aumento na mobilizacdo das reservas corporais acarreta em um aumento
na concentragdao de acidos graxos nao esterificados (AGNE) na corrente
sanguinea, o que pode ser reconhecido pelo organismo como uma pertubagao
da homeostase e capaz de incitar uma RFA em bovinos (Cooke e Bohnert,
2011; Cooke et al., 2012b). Portanto, estratégias alimentares e/ou de manejo
que visam minimizar os efeitos do estresse sdo necessarias, devido ao manejo
inevitavel dentro das operagdes de bovinocultura de corte.

O uso do confinamento como estratégia para a engorda e terminagao de
bovinos visa manter o crescimento continuo e promover um balango energético
positivo aos animais, sendo assim, dietas com alto teor de grdos comumente
séo utilizadas na alimentacdo de animais confinados (Pinto e Millen, 2018). O
uso de dietas ricas em carboidratos altamente fermenteciveis e a mudanga no
perfil nutricional no inicio e durante o periodo de confinamento gera certos
desafios aos animais, podendo causar diversas mudangas comportamentais e
fisiolodgicas, devido as experiénciasde estresse e periodo de restricao
anteriores (Marques et al., 2012). A falta de ingestdo de alimentos por periodo
de tempo prolongado diminui a absorcdo de AGCC e o acumulo desses acidos
no rumen ocasiona um declinio no pH, podendo levar o animal a um quadro
acidotico (Zahng et al, 2013b). Juntamente a baixa absor¢do, um manejo
nutricional errénio, como dietas desbalanceadas, ma adaptagao dos animais e
mudancgas abruptas de dietas, influenciam a produgéo exarcebada de AGCC e
acido latico, inferindo ao hospedeiro quadros de disturbios metabdlicos e morte
bacteriana (Collado e Sanz, 2007). Os desafios nutricionais gerados pela
mudanca dietética podem causar consequéncias ao hospedeiro, como o mau
funcionamento do ecossistema ruminal e falta de sinergismo entre a produgao
e absorcdo de AGCC, morte de microrganismos ruminais, resultando em
liberacdo de endotoxinas microbiana que podem ser absorvidas pelo trato
digestivo do animal e entrar na circulagdo sistémica, incitando uma RFA
(Carroll et al., 2009; Mani et al., 2012). Segundo Berry et al. (2004), o uso de

alta energia dietética pode gerar mais estresse aos animais, tornando-os mais
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susceptiveis a problemas de saude. Em ruminantes, a suplementacdo com
graos facilmente digestiveis mostrou aumentar o transporte de endotoxinas
para a circulacao periférica, indicando que os carboidratos também influenciam
o transporte de endotoxinas (Khafipour et al.,, 2009; Zebeli et al., 2011).
Lofgreen et al. (1975), relataram que a medida que se aumenta os niveis de
energia na dieta (0,84, 1,01, 1,10 e 1,19 Mcal NEg / kg de MS) em bezerros
estressados, também aumenta o numero de tratamentos médicos por
bezerro.

Com o objetivo de atender as exigéncias dos animais, 0s mesmos sao
apartados por peso, sexo e idades semelhantes, ocasionando a mistura de
animais de fontes diferentes na mesma baia. Diversas pesquisas
epidemiolégicas reconhecem o agrupamento como um fator de risco para DRB
em confinamentos comerciais (Taylor et al., 2010), além de desestabilizar a
hierarquia social do grupo, provocando experiéncias de estresse psicoldgico
que se perduram até que a estrutura social seja restabelecida (Loerch e
Fluharty, 2000). Assim, a mistura de lote pode ser percebida pelos animais
como um agente estressor agudo/crénico, dependendo de quanto tempo é
necessario para a reestabilizacdo social. Step et al. (2008) relataram
desempenho reduzido e aumento da incidéncia de DRB durante um periodo de
adaptacdo de 42 dias em baias contendo novilhos de multiplas fontes em
comparagao com baias contendo novilhos originarios de uma unica fazenda.
Esses autores relataram que os novilhos de uma unica fonte tiveram um GMD
aumentado (1,33 versus 1,24 kg/dia) e reducédo na incidéncia de DRB (11,1
versus 41,9%). Sendo assim, alternativas que diminuam a taxa de morbidade
no periodo de entrada no confinamento sado necessarios, pela mistura de
animais de diversas origens e diferentes historicos sanitarios, juntamente com
a carga estressora que os animais sofreram durante a transicao e inicio do
confinamento.

A RFA é um mecanismo do sistema imune inato de extrema importancia,
responsavel pela tentativa de retomada a homeostase do organismo. Em
contrapartida, situagdes de estresse, sem qualquer estimulo patogénico, sdo
também capazes de incitar uma RFA, como foi demonstrado por Cooke e
Bohnert (2011). A preocupacao e uso de estratégias para evitar ou amenizar os

efeitos do estresse nesse periodo € de suma importancia para a industria
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pecuaria, uma vez que a ativagdo do sistema imunoldgico € antagbnico ao
crescimento e ao desempenho dos animais, pois 0os nutrientes estdo sendo
divididos e direcionados a produgéo de citocinas, proteina de fase aguda (PFA)
e outros mediadores imunoldgicos, em vez de processos anabdlicos como

sintese de musculo e leite (Johnson, 1997; Spurlock, 1997).

1.1Resposta de Fase Aguda (RFA)

Como citado anteriormente, a RFA € um componente do sistema imune
inato, presente em eventos inflamatoérios traumaticos e neoplasicos (Cray et al.,
2009). Possui diversas reagdes inespecificas que variam em intensidade de
acordo com a natureza da injuria enfrentada pelo organismo, sendo elas:
leucocitose, febre, mudancas comportamentais (letargia, apatia, anorexia,
hiperalgesia), alteragbes nas concentragbes plasmaticas de minerais (ferro,
zinco e cobre) e a mudanga no padrao de sintese protéica (Heinrich et. al.,
1990; Carroll e Forsberg, 2007).

Estas reacbes ocorrem em resposta ao estimulo das citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF-a) liberadas por macréfagos, quando ha
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP) ou
pela liberagao de padrées moleculares associados a danos (DAMP). Dentre as
reacoes citadas, duas se destacam como principais componentes de uma RFA:
a resposta febril, alteragdo no metabolismo e regulagao génica do figado.

Os PAMP séo estruturas comumente presentes em antigenos, porém
incomuns ou ausentes em células de mamiferos, como por exemplo:
lipopolissacarideo (parede celular de bactérias gram-negativas), acido
lipotecoico (parede celular de bactérias gram-positivas), manoses (glicolipidios
e glicoproteinas bacterianos), n-metil-formil-metionina (proteinas bacterianas),
RNA de fita dupla (presente em virus) e glucanos (parede celular de fungos)
(Brodsky e Medzhitov, 2009). Ja os DAMP s&o derivados de componentes
intracelulares como mitocéndria, nucleo, reticulo endoplasmatico e quando
encontrados no ambiente extracelular indicam morte ou injuria celular (Krysko
et al., 2011).



A alteracdo no metabolismo de proteinas e regulagado génica do figado
ocorre quando ha feedback positivo entre as citocinas pr6 inflamatérias (IL-1,
IL-6 e TNF-a) que chegam pela corrente sanguinea para o 6rgédo e aos
hepatécitos que respondem iniciando a sintese e liberagdo de uma classe de
proteinas denominadas PFA (Ceciliani et al., 2012).

A sintese de PFA desvia os aminoacidos disponiveis no figado
destinados a sintese de proteinas habituais (Carroll e Forsberg, 2007), desta
forma tem-se duas classes de PFA, onde a classificacao é feita de acordo com
a concentragdo presente na corrente sanguinea durante uma RFA: As que se
elevam sdo denominadas PFA positivas (haptoglobina, amiloide A sérico,
ceruloplasmina e fibrinogénio, por exemplo) e as que diminuem s&o
denominadas PFA negativas (albumina e paraoxonase, por exemplo). Dentre
as PFA positivas hd uma segunda classificagdo, em trés subgrupos: “major”
(como haptoglobina e amiloide A sérico, no caso dos ruminantes), “moderada”
(proteina ligadora de lipopolissacarideo e fibrinogénio) e “minor’
(ceruloplasmina), de acordo com a maneira como suas concentragdes se
alteram durante a RFA, e o nimero de vezes que aumentam em relagao a suas
concentragbes basais (centenas de vezes, duas a dez vezes e o dobro,
respectivamente) para cada subgrupo citado a cima (Eckersall e Bell 2010;
Ceciliani et al., 2012). O numero de vezes que as PFA aumentam durante RFA
diferiu entre os trabalhos e espécies de animais estudadas (Petersen et al.,
2004; Ceron et al., 2005; Paltrinieri, 2008; Cray et al., 2009; Eckersall e Bell,
2010), porém o conceito continua 0 mesmo.

O uso de PFA como biomarcadores de infecgao e inflamagdo € uma
abordagem relativamente nova, datando dos anos 90 (Cray et al., 2009), e
desde entdo, trabalhos tém mostrado sua relevancia para fins de diagnésticos
e prognosticos clinico de animais de companhia, assim como a avaliagdo de
rebanhos de animais de producéao (French, 1989; Ceron et al., 2005; Murata et
al., 2004, Petersen et al., 2004; Ceciliani et al., 2012).

A haptoglobina (Hp) € uma PFA positiva classificada como “major” e,
juntamente com a amiloide A sérico, sdo PFA de importante aspecto de
diagnostico para ruminantes (Eckersall e Bell, 2010). Sua molécula consiste de
duas cadeias a e duas cadeias B ligadas por pontes de dissulfeto (Morimatsu et

al. 1991). A principal fungao da Hp é sua capacidade de interagdo com a
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hemoglobina (Hb) formando um complexo estavel Hp-Hb (Ceceliani et al.,
2012), possivel de ser reconhecido, fagocitado e removido do organismo por
macrofagos especializados do figado, as células Kupffer (Graversen et al.,
2002). Além disso, a formacao do complexo Hp-Hb desacelera o crescimento
microbiano por reduzir a disponibilidade de hemoglobina livre na corrente
sanguinea, sendo um excelente meio de cultura para microrganismos (Murata
et al. 2004), evitando o estresse oxidativo dos tecido (Yang et al. 2003) e
prevenindo dano renal, pois o complexo Hp-Hb n&o atravessa a filtracédo
gromerular, ao contrario da Hb que ao passar pelos glomérulos renais causam
lesdes (Allison e Rees, 1957). Assim, a interagao formada pela Hp-Hb, protege
o organismo dos efeitos nocivos da hemoglobina livre proveniente da hemolise
(Kato, 2009) e possui propriedades anti-inflamatérias, ligando-se ao receptor
CD163 de mondcitos ou macréfagos induzindo a expressao de mediadores
anti-inflamatoérios como a IL-10 (Philippidis et. al, 2004; Schaer et. al 2006).
Sendo assim, a haptoglobina pode ser usada como um eficiente marcador de

estresse em animais de producéo.

1.2Efeitos do Estresse e Reag¢ao Imune na Produtividade e Saude

Animal

O conceito de estresse foi esbogcado na década de 30 (Selye, 1936) e
descrito como um conjunto de reagbes do organismo comum a diferentes
estimulos agressores, sendo um método de alerta do organismo frente a
possiveis ameacas. Muitos anos depois, o termo “estresse” ainda é
frequentemente utilizado nos mais diferentes campos da biologia, sem ter, no
entanto, uma descricdo unénime. A definicdo de Moberg (2000) é semelhante
a de Selye (1936), uma resposta biolégica desencadeada pelo proprio
organismo quando este reconhece alguma perturbacdo (por exemplo,
temperaturas extremas, presenca de predadores, doencas, traumas, paricao e
outros) a que ameace a sua homeostase.

Como descrito anteriormente, o periodo de transicdo entre a fase de
recria e a fase de terminagcdo dos animais gera experiéncias de estresse por
conta da quantidade de manejos e situagcbes em que sdo submetidos até

chegarem ao abate (Araujo et al., 2010). O acumulo de diversos tipos de
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estresse (psicoldgico, fisico e fisiolégico) em um curto intervalo de tempo é
responsavel por ativar o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) e incitar uma
RFA (Carroll e Forsberg, 2007). Cooke e Bohnert (2011) observaram o
desenvolvimento de uma RFA em bezerros que receberam intravenosa de
CRH, mimetizando um estimulo estressor. Quando uma situagdo como essa
ocorre, ou seja, quando o organismo desencadeia uma RFA apenas por
consequéncia de um estimulo de estresse, sem dano tecidual, ou ameaca de
doenga (por exemplo, transporte, desmama, nova dieta, misturas com
diferentes animais ou estresse térmico), pode se dizer que houve uma RFA
“‘desnecessaria”, ja que nao ha presenca de patdogenos a serem combatidos ou
tecidos a serem reparados e o aumento nas concentracdes plasmaticas das
PFA nao encontrando as fungdes presentes em outros eventos nos quais elas
se encontram elevadas, como infecgdes, traumas, pari¢gao e neoplasias.

O aumento nas concentracdes de citocinas pro inflamatérias circulantes
afeta o metabolismo dos nutrientes e o crescimento dos animais (Klasing e
Korver, 1997; Johnson, 1997). As PFA (haptoglobina e ceruloplasmina) tém
correlagdo negativa com desempenho animal, como por exemplo, ganho médio
diario (GMD) e ingestdo de matéria seca (IMS) em bezerros logo apés a
chegada ao confinamento (Arthington et al., 2005; Qiu et al., 2007; Araujo et al.,
2010) e correlacdo positiva com a morbidade e subsequente uso de
tratamentos antimicrobianos (Carter et al., 2002). A restricdo de nutrientes e
IMS inadequada fazem com que o quadro de baixa produtividade se prolongue,
comportando-se como um efeito em cascata, fazendo com que o organismo do
animal responda mobilizando tecido de reserva para suprir suas exigéncias. O
efeito de catabolismo do cortisol, incluindo os acidos graxos néo esterificados
(AGNE) provenientes da lipdlise, sdo reconhecidos pelo sistema imune como
uma perturbagcdo da homestase do organismo (Abbas e Lichtman, 2007). A
ativacao do sistema imune inato e suas consequéncias (lipdlise, degradacao de
proteina muscular, entre outros) € um dos principais responsaveis por tornar
ineficiente a utilizagdo dos nutrientes dietéticos, comprometendo o
desenvolvimento tecidual e impossibilitando que o animal expresse seu
potencial maximo (Johnson, 1997).

Portanto, quando ocorre a ativagao desse sistema de defesa, 0 mesmo

torna-se contrario aos beneficios alimentares que os sistemas de producao de
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bovinos visam priorizar. Logo, em termos de desempenho animal, sao
correlacionadas negativamente as respostas geradas pela ativacdo deste
mecanismo, como o aumento da sintese de PFA e ativacdo do sistema
neuroenddcrino, impactando assim no GMD, eficiéncia alimentar e aumento na
taxa de morbidade em confinamentos principalmente por DRB (Duff e Galyean,
2007; Arthington et al., 2008; Araujo et al., 2010; Cooke et al., 2011)

2. SAPONINAS

Saponinas sao conhecidas por certas caracteristicas marcantes e
diversas fungdes dentro da célula vegetal e animal, mecanismos de atuagéo e
possiveis uso na industria em geral. Ha varias linhas de pesquisa a respeito de
saponina, tanto na fisiologia vegetal, animal, quanto a atividade
farmacoldgica/biolégica deste composto. Sao estudos relacionados a
metodologia de identificagdo, avaliagdo de concentragdo na planta, fontes,
relacdo com insetos, uso na alimentacdo humana, alimentacdo animal, uso em
processos industriais, etc. Existe uma crescente busca por alimentos
nutracéuticos na alimentacdo humana, animal e aditivos fitogénicos que
substituem produtos industriais, hoje altamente utilizados na cadeia produtiva.

Saponinas sdo compostos glicosidicos, com carater anfifilico,
termoestaveis, comumente encontrados em uma grande variedade de plantas
e alimentos (Price et al. 1987). Elas consistem de um ou mais
oligossacarideos, ligados a anglicona, com caracteristica lipofilica,
triterpernoide ou esterdide e outra hidrofilica os agucares (Liener, 1994). O
anglicona € hidrofébico, e as ligagdes de agucares sao hidrofilicas, essa
caracteristica proporciona a essa molécula excelentes propriedades
emulsificante e espumante. A presengca de ambos os grupos polar (agucar) e
nao polar (esterdide ou triterpeno) fornece as saponinas fortes propriedades de
reducdo da tensdo superficial da agua, que sao responsaveis por efeitos
bioldgicos benéficos (Shi et al., 2004).

Sao classificadas de acordo com o numero fundamental das angliconas,
e também, pelo seu carater acido, basico ou neutro. Assim, denominam-se
saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas. As saponinas esteroidais e

triterpénicas apresentam distribuicdo diferenciada no reino vegetal. As

13



saponinas triterpénicas encontram-se predominantemente em dicotileddneas,
principalmente nas familias Sapindaceae, Hippocastanaceae, Sapotaceae,

Polygalaceae, Caryophylaceae, Primulaceae e Araliaceae.

(a) (b)

Figura 1. Estrutura basica de saponinas: (a) Triterpenoide e (b) Esteroide

As saponinas esteroidais neutras sdo encontradas quase que
exclusivamente em monocotiledéneas, principalmente nas familias Liliaceae,
Dioscoreaceae e Agavaceae. Os géneros Smilax, Dioscorea, Agave, Yucca
sdo especialmente ricos nessas saponinas.

Outra classificagdo refere-se a ligagdes de agucares ao aglicona,
podendo conter uma ou mais ligagbes C-C insaturadas. A cadeia de
oligossacarideos é normalmente anexada na posigdo C3 (monodesmosidica),
C26 ou C28 (bidesmosidica) (Hu et al.,1996). Contudo, saponinas esterodides e
triterpénicas que possuem uma unica cadeia de agucar (monodesmosideos)
apresentaram forte atividade hemolitica, enquanto as que apresentavam duas
cadeias de acucar (bidesmosideos) mostraram menor atividade hemolitica
(Fukuda et al., 1985; Woldemichael e Wink, 2001).
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2.1Propriedades Bioldgicas e Utilizagao Comercial

As saponinas sao substancias derivadas do metabolismo secundario das
plantas, relacionados principalmente com o sistema de defesa. Séo
encontradas nos tecidos que sao mais vulneraveis ao ataque fungico,
bacteriano ou predatério dos insetos (Wina et al., 2005), considerando-se parte
do sistema da defesa das plantas e indicadas como “fitoprotetoras” (Pizarro,
1999). Essa atividade seria devido a interagdo com os esterois da membrana
(Francis et al., 2002).

O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de formar
complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas
possibilitam agdes bioldgicas variadas. Vale ressaltar a agao sobre membranas
celulares que pode alterar a permeabilidade ou até mesmo levar a sua
destruicdo (Schenkel et al., 2001). Relacionadas com essa agado sobre
membranas, estdo as atividades hemoliticas, ictiotoxica e molusquicida. A
irritacdo causada nas mucosas ja relatadas por alguns autores, até o momento
€ um fator que impede o desenvolvimento de aplicagdes praticas.

Outros empregos destacados sao como adjuvantes para aumentar a
absorcdo de medicamentos pelo aumento da solubilidade ou interferéncia nos
mecanismos de absor¢do para aumentar a resposta imunologica. Por suas
propriedades surfactantes, sao usadas na industria na preparacao de emulsdes
para filmes fotograficos, na industria de cosméticos de batons e xampus
(Cheeke, 1999) e na industria alimenticia como flavorizante e agente
espumante.

Os extratos vegetais mais utilizados comercialmente sdo extraidos da
Yucca schidigera ou da Quillaja saponaria. As saponinas da Quillaja saponaria
sdo amplamente utilizadas como adjuvantes em vacinas orais e injetaveis e
melhoram a eficacia de vacinas orais facilitando a absorcao intestinal de
grandes moléculas (CHEEKE, 1999). Isto ocorre, provavelmente, pela
interacdo com o colesterol das membranas dos micrévilos que causam lesdes
estruturais e com consequente alteracdo da permeabilidade (Johnson et al.,
1986).
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A acao imunolégica envolve a interagdo da saponina com o colesterol
das membranas celulares dos macrofagos ou células apresentadoras de

antigenos e facilitam a formacao do complexo celular (Bomford, 1992).

2.2Saponinas e seu Papel no Sistema Imune

Adjuvantes a base de saponinas tém uma habilidade unica de estimular
células mediadoras do sistema imune, bem como aumentar a producao de
anticorpos, e tem a vantagem de que apenas uma pequena dose € necessaria
pra apresentar sua habilidade como adjuvante (Oda et al., 2000). Ha algumas
revisbes a respeito das propriedades imunomoduladoras das saponinas
(Kensil, 1996; Barr et al., 1998; Sjolander et al., 1998). Acreditava-se que a
acao do adjuvante estivesse relacionada com as cadeias de agucares ou
grupos aldeidos (Bomford et al. 1992) ou a residual de acil nos anglicones
(Kensil, 1996).

Os mecanismos da acgao estimuladora do sistema imune das saponinas
nao estdo claramente compreendidos, porém diversas explicacbes tém sido
especuladas e apresentadas. O uso de saponinas supostamente induz a
producao de citocinas tais como interleucina e interferons que podem mediar
os efeitos de imunomodulador (Jie et al., 1984; Kensil, 1996). E provavel que
elas interajam com células apresentadoras de antigenos para induzir muito
dessas respostas (Barr et al., 1998). A incorporagdo das saponinas nas
membranas celulares ou endossomais pode expor o antigeno incorporado as
proteases citosdlicas (Francis et al., 2002).

Em contraste com os efeitos estimulatérios sobre componentes
especificos da imunidade, as saponinas também demonstraram ser capazes de
prevenir algumas reag¢des imunes ndo especificas, tais como a inflamagao
(Oliveira et al., 2001; Haridas et al., 2001a) e poliferagdo de mondcitos (Delmas
et al. 2000; Yuietal., 2001).

2.3Saponinas na Nutricdo de Ruminantes

A Yucca schidigera e a Quillaja saponaria sdao as maiores fontes de

saponinas utilizadas como aditivos em ragdes, sendo o0s principais objetivos a
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melhoria do desempenho e melhor aproveitamento de nitrogénio. Yucca
schidigera, planta comum na América do Sul e Central onde é usada como
racado animal, assim como muitas outras plantas ricas em saponina, como
fitoterapia, € um extrato vegetal que melhorou o crescimento, a eficiéncia
alimentar e a saude em ruminantes (Mader e Brumm, 1987). As saponinas de
Quillaja aumentaram a eficiéncia da sintese protéica microbiana no rumen e
diminuiram a degradabilidade da proteina dietética em estudos in vitro (Makkar
e Becker, 1996). As saponinas de luzerna parcialmente hidrolisadas e
inoculadas no rumen resultaram em uma reducgao significativa na contagem
total de protozoarios no rumen de ovinos (Lu e Jorgensen, 1987), o que pode
ser a razao para a diminuigdo da degradabilidade da proteina dietética. As
saponinas tém efeitos deletérios sobre a populacdo de protozoarios no rumen
(Valdez et al., 1986; Wallace et al., 1994, Hristov et al., 1999; McMurphy et al.,
2014a), devido a sua ligagédo com os esterdis presentes na membrana dos
protozoarios. O extrato de Yucca também pode se ligar ao NHs quando as
concentracbes no rumen estdo altas, e libera-lo novamente quando a
concentragao estiver baixa, promovendo um fornecimento continuo e adequado
de NH4 para a sintese protéica microbiana (Hussain e Cheeke, 1995).

Um efeito positivo das saponinas de Yucca na nutricdo de ruminantes foi
atribuido ao aumento da retencdo de NH4;-N em dietas a base de palhada
suplementadas com uréia (Makkar et al., 1999). Isso aumenta a disponibilidade
de nutrientes para microbiota ruminal e reduz os danos ambientais, diminuindo
as perdas de NH,4 para o ambiente. A suplementacao de ragao com folhas de
Sesbania sesban, conhecida por seu alto conteudo de saponina, tem o
potencial de melhorar o fluxo de proteina do rimen suprimindo a acédo de
protozoarios (Newbold et al., 1997), ja as bactérias ruminais foram observadas
como capazes de metabolizar o fator antiprotozoario.

Os efeitos positivos das saponinas foram mais pronunciados quando
foram diretamente administrados no rumen, em vez de serem adicionados a
racdo (Odenyo et al.,, 1997). Killeen et al., (1998), propuseram que um
surfactante ou acao emulsificante das saponinas nos constituintes da racao
que altera a taxa de digestibilidade explicaria a natureza dependente do
substrato do efeito de Y. schidigera sobre a digestibilidade da matéria seca

(MS) e nitrogénio (N) no rumen. McMurphy et al., (2014a) utilizando animais
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canulados, alimentados com uma dieta a base de feno de baixa qualidade,
reportaram que a inclusdo de extrato de Yucca aumentou a digestibilidade in
situ da matéria seca e fibra em detergente neutro (FDN) em bovinos de corte,
sem impactar na IMS. Outros autores corroboraram com esses resultados, com
uma diminuigcdo da taxa de passagem em animais suplementados com extrato
de Yucca, por meio de um aumento na viscosidade do fluido ruminal
ocasionado pela caracteristica de formacdo de espuma das saponinas
(Cheeke, 2000). Por sua vez, esse conjunto de efeitos intra ruminal e
diminuicdo da populacédo de protozoarios pode aumentar a eficiéncia alimentar
pela redugdao na produgdo de metano, a selegdo da microbiota ruminal,
ocasionando uma mudanca no padrdo de fermentacdo, diminuindo a relagao
acetato:propionato e aumentando o fluxo de N para o intestino (Wallace et al.,
1994; Hristov et al.,, 1999). Concordando com McMurphy et al., (2014a), a
inclusdo de extrato de Yucca aumenta o fluxo de proteina microbiana para o
intestino, disponibilizando um aporte maior de proteina metabolizavel para o

animal.

3. PROTOZOARIOS

Os protozoarios foram os primeiros microrganismos ruminais a serem
descobertos por Gruby e Delafond (1843), por meio do seu tamanho celular
(mais que 200 uM de comprimento) e mobilidade. Eles compéem uma grande
parcela da biomassa microbiana ruminal, o papel deles na fermentagao ruminal
e sua contribuicdo com o metabolismo e nutricido do hospedeiro ainda tem
controvérsias. A populagao de protozoarios no rimen nao € essencial para que
o animal sobreviva e a técnica de defaunagado (retirada dos protozoarios
ruminais usando uma série de processos quimicos e fisicos) é tradicionalmente
usada por grupos de pesquisas para a producdo de animais livres de
protozoarios ruminais, e a utilizacdo dos mesmos para estudar o papel desses
microrganismos na func&o ruminal (Williams e Coleman, 1992). Representando
cerca de 50% da biomassa microbiana do rimen, e comumente conhecido por
agir na reciclagem de N e predagao bacteriana (Koenig et al., 2000).

No rumen ha presenga de dois tipos de protozoarios, flagelados ou

ciliados. Flagelados sdo mais largos e compridos em espessura, e apresentam
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maior mobilidade quando comparado com protozoarios ciliados. Flagelados sao
pouco numerosos e utilizam apenas carboidratos soluveis, sendo assim, a
contribuicdo deles no rumen é insignificante. Ciliados sdo menores e finos,
mais numerosos, mais funcionais no quesito mobilidade e ingestdo de
alimentos. Tendo em vista que os ciliados sdo a por¢cdo de importancia dentro
dos protozoarios ruminais, sdo extremamentes especializados, célula unica e
possuem caracteristicas similar aos animais (pele, trato digestivo, esqueleto
estrutural ,etc). Sao classificados por suas caracteristicas morfolégicas (arranjo
ciliar, localizacdo do macronucleo e presenga ou auséncia de esqueleto
estrutural). Existem dois amplos grupos que se diferem em caracteristicas
morfoldgicas e fungdo, os chamados Holotrichs e Entodiniomorphs (Nagaraja,
2016).

Mesmo ainda n&o elucidado completamente o papel dos protozoarios,
eles sao responsaveis por uma gama de agdes e fungdes dentro do rumen.
Holotrichs s&o os principais usuarios de agucares soluveis, enquanto os
Entodiniomorphs usam uma larga variedade de substratos. A maioria dos
Entodiniomorphs sao capazes de ingerir particulas de plantas e usar
carboidratos estruturais (Nagaraja, 2016), possuem alta atividade fibrolitica e
alta atividade de enzimas como endoglucanase e xilanase (Williams e
Coleman, 1992).

Todos os ciliados possuem alta atividade de amilase para digestdo do
amido, onde ocorre a captagdo de amido e armazenamento como granulos ou
amilopectina no esqueleto estrutural (Nagaraja, 2016). Os protozoarios sao
conhecidos também por sua atividade predatéria, usando como fonte de
nitrogénio outros microrganismos como fungos e bactérias (Koenig et al.,
2000).

Diferentes grupos de pesquisa vém buscando elucidar o papel dos
protozoarios dentro do rumen, como citado anteriormente o uso de animais
livres de protozoarios por meio da defaunagao é o método mais comum entre
os estudiosos da area. Buscando maiores respostas, Newbold et al., (2015),
fez uma compilagdo de dados e por meio de uma meta-analise, obteve os
seguintes resultados: defaunacao resultou em menor digestibilidade da matéria
organica (MO), proteina bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN) e fibra

em detergente acido (FDA), 4, 3,11 e 9% respectivamente. Outros fatores que
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poderiam compensar essas repostas tornando o rumen energeticamente mais
eficiente poderiam ser mencionados como a menor emissdao de metano e
menor exigéncia de energia em animais defaunados, menor quebra de proteina
microbiana e menor N-NH3 no rumen (-26%), diminuindo a excrec¢ao de uréia.
A auséncia de protozoarios melhorou a conversao alimentar, resultada de uma
menor IMS (-2%) e maior GMD (9%). A diminuicdo da quebra de bactérias
como fonte de energia, fez com que o rimen fosse mais eficiente em sintese
de proteina (+27%) e fluxo de proteina microbiana para o intestino (+30%)
(Newbold et al. 2015). Corroborando com a defaunacdo podemos também
modificar a composi¢céo da microbiota ruminal (Belancheetal.,2012b) e enfim o
suprimento de proteina para o intestino, frente a uma mudanca no perfil de
aminodacidos, promovendo um aumento em especificos aminoacidos tais como
leucina, treonina e arginina (lvan,2009), porém nao acomete a lisina,
considerado o principal aminoacido limitante na produ¢do animal (Hristov e
Jouany, 2005).
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OBJETIVO E HIPOTESE DO EXPERIMENTO

O objetivo do trabalho foi avaliar o impacto da suplementacéo de extrato
de Yucca schidigerano desempenho, saude e variaveis fisiolégicas de bovinos
na fase de recebimento no confinamento. A hipétese foi que a suplementacao
com extrato de Yucca schidigeraMicro-Aid (MA; DPI Global; Porterville, CA)
melhoraria o desempenho e saude de bovinos na fase de entrada no

confinamento.
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PRODUTIVIDADE E RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE BOVINOS
CONFINADO SUPLEMENTADO COM EXTRATO DE YUCCA SCHIDIGERA
DURANTE A FASE DE ENTRADA NO CONFINAMENTO

RESUMO

Esse experimento avaliou a suplementacdo de um ingrediente contendo
saponina, manufaturado a partir do extrato purificado de Yucca schidigera
[Micro-Aid (MA); DPI Global; Porterville CA], no desempenho, saude e
respostas fisiologicas em bezerros recém chegados em confinamento. Um
total de 105 bezerros Angus x Hereford recém desmamados (75 machos e 30
femeas), provenientes de oito fazendas de cria, foram adquiridos em um leilao
comercial no dia -2 e transportados (800 km; 12 h) até o local do experimento.
Imediatamente apdés a chegada no dia -1 foi coletado o peso vazio, e os
animais foram agrupados e alocados com acesso a vontade ao feno,
suplemento mineral e agua. No dia 0, os animais foram ranqueados por sexo,
local de origem e peso vazio e alocados em uma das 21 baias (5 animais/baia;
contendo uma ou duas fémeas por baia). As baias receberam uma dieta
completa (TMR) e um entre os trés tratamentos (matéria natural): (1) 1 g
/animal/dia de MA (M1; n=7), (2) 2 g /animal/dia de MA (M2; n=7), ou (3) sem
suplementagdo de MA (CON; n=7). Os animais receberam a dieta completa
calculada para conter 15% de sobra (matéria organica), e os tratamentos foram
dispostos por cima da dieta durante o dia 0 ao 59. Os animais foram
monitorados para sintomas de doenga respiratdria bovina (DRB) e coletou o
consumo diario de cada baia. Os animais foram vacinados contra DRB no dia 0
e 21. O peso vazio final foi coletado no dia 60, e amostras de sangue foram
coletadas nos dias 0, 2, 6, 10, 14, 21, 28, 34, 45 e 59. Ganho médio diario foi
melhor (P = 0,03) nos animais do tratamento M2 vs. M1 e CON (1,53, 1,42 e
1,42 kg/dia, respectivamente), e similar (P = 0,95) entre M1 e CON. Nao foi
detectado efeito de tratamento para ingestdo de matéria seca (P = 0,52),
enquanto eficiéncia alimentar foi melhor (P < 0,05) para os animais do
tratamento M2 vs. M1 e CON (213, 200, 204 g/kg, respectivamente) e similar (P
= 0,40) entre M1 e CON. Nao foi detectado efeito de tratamento (P = 0,39) para

diagnostico de sintomas de DRB. O numero de tratamentos de antibiético
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requerido uma vez que foi diagnosticado DRB foi maior (P < 0,01) para os
animais do grupo CON vs. M1 e M2 (1,40, 1,05 e 1,10 tratamentos,
respectivamente), e similar (P = 0,60) entre M1 e M2. Nenhum outro efeito de
tratamento foi detectado (P = 0,23), incluindo concentragbes séricas de
horménios e metabdlitos, titulo de anticorpos para patdogenos de DRB, e
expressao de mRNA de genes de imunidade inata no sangue. Em conjunto, os
resultados do presente experimento sugerem que a suplementagdo com MA 2
g/animal/dia melhorou o desempenho e resposta ao tratamento de DRB em
situacdo de alto risco durante a fase de recebimento dos animais no

confinamento.

Palavras-chave: Imunidade inata, nutricdo, desempenho, doencga respiratéria,

saponinas
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PRODUCTIVE AND PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF FEEDER CATTLE
SUPPLEMENTED WITH YUCCA SCHIDIGERA EXTRACT DURING
FEEDLOT RECEIVING

ABSTRACT

This experiment evaluated the effects of supplementing a saponin-containing
feed ingredient, manufactured from purified extract of Yucca schidigera [Micro-
Aid (MA); DPI Global; Porterville, CA], on performance, health, and
physiological responses of receiving cattle. A total of 105 recently weaned
Angus x Hereford calves (75 steers and 30 heifers), originating from eight cow-
calf operations, were obtained from an auction facility on day -2 and road
transported (800 km; 12 h) to the experimental facility. Immediately after arrival
on day -1, shrunk BW was recorded and calves were grouped with free choice
access to grass hay, mineral supplement, and water. On day O, calves were
ranked by sex, source, and shrunk BW, and allocated to one of 21 pens (5
calves/pen; being one or two heifers within each pen). Pens were assigned to
receive a total mixed ration (TMR) and one of three treatments (as-fed basis):
(1) 1 g/calf daily of MA (M1; n=7), (2) 2 g/ calf daily of MA (M2; n =7), or (3) no
MA supplementation (CON; n = 7). Calves received the TMR to yield 15% (as-
fed basis) orts, and treatments were top-dressed from days 0 to 59. Calves
were assessed for bovine respiratory disease (BRD) signs and TMR intake was
recorded for each pen daily. Calves were vaccinated against BRD pathogens
on days 0 and 21. Final shrunk BW was recorded on day 60, and blood
samples were collected on days 0, 2, 6, 10, 14, 21, 28, 34, 45, and 59. ADG
was greater (P =0.03) in M2 vs. M1 and CON (1.53, 1.42, and 1.42 kg/day,
respectively), and similar (P = 0.95) between M1 and CON calves. No treatment
effects were detected for TMR intake (P = 0.52), whereas feed efficiency was
greater (P < 0.05) in M2 vs. M1 and CON calves (213, 200, and 204 g/kg,
respectively) and similar (P = 0.40) between M1 and CON calves. No treatment
effects were detected (P = 0.39) for diagnosis of BRD signs. The number of
antimicrobial treatments required upon BRD diagnosis was greater (P < 0.01) in
CON vs. M1 and M2 (1.40, 1.05, and 1.10 treatments, respectively), and similar
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(P =0.60) between M1 and M2 calves. No other treatment effects were
detected (P = 0.23), including circulating concentrations of hormones and
metabolites, serum antibody titers to BRD pathogens, and mRNA expression of
innate immunity genes in whole blood. Collectively, results from this experiment
suggest that MA supplementation at 2 g/animal daily enhances performance

and response to BRD treatment in high-risk cattle during feedlot receiving.

Key words: innate immunity, nutrition, performance, receiving cattle,

respiratory disease, saponins
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1. INTRODUGAO

Bovinos de corte sdao expostos a multiplos desafios de estresse durante a
fase de recebimento em confinamento, incluindo transporte, mistura com
diferentes animais, e exposi¢cdo a novas dietas e ambientes (Duff e Galyean,
2007). A combinacdo desses estressores sdo conhecidos por estimular
respostas neuroenddcrinas e inflamatérias que podem prejudicar a
imunocopeténcia e produtividade (Cooke, 2017). Consequentemente, a
incidéncia de doencga respiratéria bovina (DRB) é elevada durante a fase de
recebimento no confinamento, apesar da vacinagao contra patdégenos de DRB
e esforcos para minimizar o estresse (Snowder et al., 2006; Wilson et al.,
2017).

Medicamentos profilaticos como promotores de crescimento sédo estratégias
convencionais para mitigar a incidéncia de DRB e aumentar o crescimento em
animais recém chegados ao confinamento (Samuelson etal., 2016). Com
maiores restricbes em relacdo ao uso de promotores de crescimento na
pecuaria (US Food and Drug Administration, 2015), estratégias dietéticas como
alternativas para melhorar o desempenho e imunidade s&o necessarias. Isso
inclui o uso de ingredientes ndo antibiéticos que melhorem a imunidade e
funcdo ruminal, tais como, Micro-Aid (MA; DPI Global; Porterville, CA). Esse
aditivo produzido a partir do extrato purificado de planta de Yucca schidigera,
contém = 18% de saponina (base da matéria seca; Singer et al., 2008). As
saponinas fornecem propriedades imunoestimuladoras, aumentando as
respostas de lipocitos e anticorpos a antigenos (Shi et al., 2004), auxiliando
também na fermentacdo ruminal, diminuindo a populagdo de protozoarios e
modulando a taxa de passagem (Goetsch e Owens, 1985; Hristov et al., 2004).

A suplementagcédo de MA 1 ou 2 g / dia (base da matéria organica) para
novilhos alimentados com dietas a base de forragem melhorou a digestibilidade
in situ de forragem (McMurphy et al., 2014a) mas ndo o GMD (McMurphy et al.,
2014b), enquanto a suplementacdo de MA 2 g / dia aumentou o fluxo de
proteina microbiana (McMurphy etal., 2014a). Entretanto, os efeitos da
suplementagcao com MA sobre o desempenho e parametros de imunidade em

bovinos recém chegados no confinamento ainda necessitam mais
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investigacdes. Baseados nesse raciocinio, noés hipotetizamos que a
suplementacdto com MA ¢€é uma estratégia dietética que melhora a
imunocompeténcia e produtividade durante a fase de recebimento no
confinamento. Para investigar essa hipotese, esse experimento comparou
desempenho, saude, e respostas imunoldgicas animais suplementados com

MA durante os 60 primeiros dias do periodo de recebimento.

2. MATERIAL E METODOS

Esse experimento foi conduzido na estagao experimental Eastern Oregon
Agricultural Research Center (Burns, OR), Oregon State University. Todos os
animais foram tratados de acordo com praticas adequadas e os protocolos
foram revisados e aprovados pela OSU Institutional Animal Care and Use
Committee (#4973).

2.1 Animais e Tratamentos

Cento e cinco bezerros recém desmamados Angus x Hereford (75 bezerros
30 bezerras), foram comprados em um leildo comercial (Producers Livestock
Marketing Association; Vale, OR), e utilizados nesse experimento (dia 0 ao 60).
Os animais provenientes de oito diferentes fazendas de cria localizadas no
leste do Oregon e oeste de ldaho, sem prévio conhecimento do historico
sanitario dos mesmos. No dia da compra (dia -2; 1800 horas), os animais foram
carregados no local de compra em um trailer comercial dois andares para
transporte de animal (Legend 50’ cattle liner; Barrett LLC., Purcell, OK) e
transportados por 800 km para simular o estresse por longas distancias (Cooke
et al., 2013). Durante o transporte, apos 6 horas de viagem foi feita uma parada
para descanso de 60 minutos, totalizando 12 horas de transporte até o destino
final. Os animais permaneceram no trailer durante as 12 horas de transporte. A
temperatura média, maxima e minima durante o transporte foram 7, 13 e -1°C,
respectivamente, enquanto a umidade média foi 71% e nao houve precipitagao.

No dia -1 do experimento (0600 horas), os animais foram descarregados na
estacdo experimental Eastern Oregon Agricultural Research Center,

imediatamente foram pesados (PC vazio inicial = 220 * 2 kg), e mantidos como
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um unico grupo (piquete 160 x 100 m) por 24 h com feno de alfafa a vontade,
agua e mistura mineral comercial (descrito na Tabela 1). No dia 0, os animais
foram ranqueados de acordo com sexo, local de origem (fonte) e PC vazio, e
alocados em 1 de 21 baias (7 x 15 m; 5 animais/baia, havendo 1 ou 2 fémeas
por baia), as baias continham PC vazio equivalente e bezerros de pelo menos
trés fontes diferentes pra estimular o estresse da mistura com novos animais
(Step et al., 2008). As baias receberam uma dieta completa (TMR) e um dos
trés tratamentos (base da MO): (1) 1 g/animal/dia de MA (M1; n=7), (2) 2
g/animal/dia de MA (M2; n=7), ou (3) sem suplementagdo com MA (CON; n=7).
Os tratamentos foram atribuidos as baias de forma que M1, M2 e CON
estivessem balanceados pelo PC vazio iniciais, sexo e fonte, e contendo
animais de 8 fazendas diferentes. De acordo com o fabricante (DPI Global), MA
€ um aditivo derivado de plantas usado na nutricdo animal, extraido do extrato
purificado de Y. schidigera comum no sudeste do Estados Unidos e México, e
contem 97% MS e 181,6 g de saponina por kilograma de MS (Singer et al.,
2008). A dosagem de MA usada no presente estudo foi de acordo com a
recomendacgao do fornecedor e prévias pesquisas com bovinos de corte em
fase de crescimento (McMurphy et al., 2014a,2014b).

Os animais receberam agua e TMR ad libitum do dia 0 a 59 (Tabela 1),
alimentados duas vezes por dia (0800 e 1300 horas). A TMR foi ofertada de
maneira que houvesse 15% (base de MO) de sobra antes de cada trato, em
cocho de concreto (7,5 m. linear de cocho por baia), um misturador vertical
(NDEco S600; New Direction Equipment; Sioux Falls, SD) foi usado para a
mistura da dieta. Foram usadas quatro dietas TMR durante o periodo
experimental (Tabela 1). O MA foi misturado com farelo de soja como veiculo
(1,25 kg/baia; base da MO) e ofertado sobre o primeiro trato do dia diariamente
nas baias M1 e M2. Nas baias pertencentes ao tratamento CON foram
ofertados apenas farelo de soja sem a adicdo de MA (1,25 kg/baia; base da
MO) da mesma maneira que o M1 e M2. No dia 0, os novilhos foram vacinados
contra Clostridium e Mannheimia haemolytica (One Shot Ultra 7; Zoetis
Florham Park, NJ), rinotraqueite infecciosa bovina, complexo de diarreia viral
bovina, parainfluenza 3 e virus respiratorio sincicial bovino (Bovi- Shield Gold 5;
Zoetis), e foi administrado anti-helmintico (Dectomax; Zoetis). No dia 21, os

animais receberam um reforgo vacinal contra Clostridium (Ultrabac 8; Zoetis),
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rinotraqueite infecciosa bovina, complexo de diarreia viral bovina, parainfluenza
3 e virus respiratoério sincicial bovino (Bovi-Shield Gold 5; Zoetis), seguindo a
recomendagéo do fabricante para a revacinagao contra esses patégenos. Os
animais nao receberam implante promotor de crescimento durante o periodo

experimental.

2.2 Amostragem

Amostras de ingredientes da TMR foram coletadas semanalmente, uma
amostra composta foi feita de todas as semanas, e analisadas em relagéo ao
conteudo nutricional em um laboratério comercial (Dairy One Forage
Laboratory, Ithaca, NY). Todas as amostras foram analisadas para
concentragdes de proteina bruta (PB; método 984.13; AOAC, 2006), fibra em
detergente acido (FDA; método 973.18 modificado para uso em um analisador
de fibra Ankom 200, Ankom Technology Corp., Fairport, NY; AOAC, 2006), e
fibora em detergente neutro (FDN; Van Soest et al., 1991; modificado para
uso em um analisador de fibra Ankom 200, Ankom Technology Corp.).
Para o calculo dos nutrientes digestiveis totais (NDT), foi utilizada a equacao
proposta por Weiss et al. (1992), enquanto que ELm e ELg foram calculados
pela equacao proposta pelo NRC (1996). O perfil nutricional das dietas TMR
esta descrito na Tabela 1.

Animais pesados e manejados para a coleta de dados em um tronco de
contengcao (Moly Manufacturing, Lorraine, KS) equipado com células de
pesagem Avery Weigh-Tronix (Fairmount, MN; readability 0.45 kg). O PC vazio
foi coletado no dia 60, apds 16 horas de jejum de liquido e sdélido. A balanga foi
calibrada antes de cada pesagem com peso de massa conhecida. O PC vazio
do dia -1 e 60 foram usados para calcular GMD durante o experimento. A
ingestdo de TMR (base da MS) foi avaliada do dia 0 ao 59 de cada baia,
calculado pela diferenca entre a quantia ofertada e a quantia de sobra de TMR
diariamente (07h00 horas), toda a sobra ndo consumida foi descartada.
Amostras do ofertado e da sobra de TMR foram secas por 96 horas a 50°C em
estufa de ventilagao forgada para o calculo da MS. A ingestdo de TMR de cada
baia foi dividida pelo numero de animais de cada baia, e expressado em

quilograma por animal/dia. O ganho de PC total (em quilogramas, baseado nos
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valores de PC vazio) e ingestdo de MS total (em kg, base da MS) de cada baia
durante o periodo experimental foram usados para o calculo da eficiéncia
alimentar (EA), e reportado em ganho de PC por quilograma de MS consumida.

Os animais foram observados diariamente em busca de sintomas de DBR
por dois avaliadores treinados sem o conhecimento sobre os tratamentos de
cada baia, de acordo com o método de DART escore (Zoetis) com as
modificagdes descritas por Step etal., (2008) e Wilson etal., (2015). Em
resumo, os animais receberam um escore de severidade de 0 a 4, onde 0 é
sem sintomas visuais de DRB. Os animais foram diagnosticados com DRB e
atribuidos escores de 1 ou 2 quando estavam com a temperatura retal = 40°C
(GL M-500, GLA Agricultural Electronics, San Luis Obispo, CA), ou eram
atribuidos escores de 3 ou 4 independentemente da temperatura retal. Dentro
das baias, apenas os animais que apresentavam escores 1 e 2 eram
manejados para a afericdo da temperatura retal, enquanto os animais
diagnosticados com DRB receberam tratamento com antibidtico. O primeiro
tratamento com antibidtico administrado foi gamitromicina [150 mg/mL (Zactran;
Merial, Duluth, GA) 1 mL/25 kg de PC aplicagdo subcutanea]. Um periodo de
moratéria era observado (10 dias de moratéria para severidade 1 ou 2, ou 4
dias para severidade 3 e 4) apos a aplicagao de gamitromicina e antes do
segundo tratamento com antibiético ser administrado. Os animais
diagnosticados com sintomas de DRB apds o primeiro periodo de moratoria era
administrado florfenicol 300 mg/mL (Nuflor; Merck Animal Health, Madison, NJ)
1mL/7,6 kg de PC por aplicagao subcutanea. Um periodo de moratéria de 4
dias era observado independentemente do escore de severidade, e se o animal
fosse diagnosticado com sintomas de DRB receberia acido livre cristalino de
ceftiofur na concentragdo de 200 mg/mL (Excede; Zoetis) 1mL/30,3 kg de PC
na base da orelha. No entanto, nenhum dos animais utilizados no presente
estudo necessitou o0 uso de um terceiro tratamento com antibiotico recorrente a
DRB, além disso, nao foi removido nenhum animal do presente experimento
recorrente a DRB.

Amostras de sangue foram coletadas dos animais nos dias 0, 2, 6, 10, 14,
21, 28, 34, 45 e 59 do experimento as 0700 horas, antes do primeiro trato do
dia, em tubos de coleta de sangue comerciais (Vacutainer, 10 mL; Becton

Dickinson, Franklin Lakes, NJ), sem a presenca de aditivos ou heparina sodica
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liofilizada para coleta de soro e plasma, respectivamente. Também foram
coletadas amostras de sangue de 2 animais por baia, que foram aleatoriamente
selecionados no dia -1, em tubos PAXgene (BD Diagnostics, Sparks, MD) para
a extracao total de RNA sanguineo. Essas amostras foram coletadas no dia 0,
2, 6, 10 e 14 para analises de expressdao de mRNA de genes de imunidade
inatapara avaliar as repostas durante as 2 primeiras semanas da fase de
recebimento no confinamento (Tabela 2), quando os animais estao lidando com
os estressores associado com a entrada no confinamento (Cooke, 2017;
Lippolis et al., 2017). Foi coletado o PC cheio juntamente com as coletas de
sangue, usando a mesma balanga e procedimentos para calibrar a mesma,

descritos na coleta de PC vazio.

2.3 Analises laboratoriais

Amostras de plasma e soro. Apds a coleta todas as amostras de sangue
foram alocadas imediatamente no gelo, centrifugada (2500 x g por 30 min;
4 °C) para a coleta do plasma ou soro, e estocado a -80°C no mesmo dia da
coleta. A amostras coletadas no dia 0 ao 28 foram analisadas para cortisol
plasmatico (Immulite 1000; Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los
Angeles, CA), acido graxo nao esterificado sérico (AGNE; colorimetric kit HR
Series AGNE-2; Wako Pure Chemical Industries Ltd. USA, Richmond, VA) e
concentragao de haptoglobina plasmatica (Cooke and Arthington, 2013), dado
que essas respostas retornam aos seus niveis basais em 4 semanas apds a
entrada no confinamento (Cooke, 2017). As amostras de plasmas coletadas
nos dias 0, 14, 28, 45 e 59 foram analisadas as concentracdes de insulina e
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (Immulite 1000;
Siemens Medical Solutions Diagnostics) para avaliar metabolicamente o status
nutricional dos animais durante o periodo experimental (Hess et al., 2005). As
amostras coletadas nos dias 0 ao 14 foram analisadas em relacdo ao fator de
necrose tumoral alfa (TNFa; bovine TNF-a ELISA kit #ELB-TNFa-1;
RayBiotech, Inc., Norcross, GA), como se espera que a concentragbes de
citocinas retornem aos seus niveis basais duas semanas apds a entrada no
confinamento (Cooke, 2017). O CV do intra e inter ensaio foram,

respectivamente, 1,9% e 8,6% para haptoglobina, 4,3% e 5,2% para AGNE, e
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4,7% e 6,3% para TNFa. Cortisol plasmatico, insulina e IGF-1 foram analisados
dentro de unico ensaio. O CV do intra ensaio foi, respectivamente, 4,2% para
cortisol, 1,7% para insulina, 0,9% para IGF-1. Foram selecionados 2 animais
por baia que nao foram diagnosticados com DRB durante o experimento e as
amostras de soro coletadas foram selecionadas para as analises de titulos de
anticorpos contra patégenos de DRB, para garantir que esta resposta foi
associada com a eficacia da vacina, em vez de infecgao patogénica (Callan,
2001). Mais especificamente, as amostras de soro coletadas nos dias 0, 10, 21
e 45 foram analisadas para titulos de anticorpos contra parainfluenza 3 virus
(PI3), virus sincicial respiratério bovino (BRSV), virus da diarréia viral bovina 1
(BVD-1), herpevirus bovino 1 (BHV) usando testes de neutralizagdo viral e
anticorpos contra Mannheimia haemolytica (MH), via teste quantitativo de
aglutinagéo (Texas A&M Veterinary Medical Diagnostic Laboratory, Amarillo,
TX).

2.4 Amostras de PAXgene

O RNA total sanguineo foi extraido usando kit comercial para extragao de
RNA (Qiagen, Valencia, CA). Quantidade e qualidade do RNA isolado foram
analisados via absorbancia UV (NanoDrop Lite; Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE) a 260 nm e uma relagao 260/280 nm, respectivamente (Fleige
e Pfaffl, 2006). Todas as amostras tiveram a relagdo 260/280 nm entre 1,8 e
2,0; consequentemente, apropriado para a sintese de cDNA (Fleige e Pfaffl,
2006). O RNA extraido (120 ng) foi feito a trancricdo reversa usando um kit de
alta capacidade de transcrigdo reversa cDNA (Applied Biosystems, Foster City,
CA). A transcrigao reversa de PCR em tempo real foi completa usando o Fast
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) juntamente com primers de
genes especificos (20 pM cada; Tabela 2) com o primeiro passo do sistema de
PCR em tempo real (Applied Biosystems). Seguindo de incubagédo a 95 °C
durante 10 min, 40 ciclos de desnaturacdo (95°C por 15s), e
anelamento/sintese (60 °C por 2 min) completo. Cada amostra de RNA foi
analisada em triplicata, e a auséncia de contamimnagao génica foi verificada
por uma quarta reacao sem a exposi¢cao a uma transcricao reversa. Ao final de

cada transcricao reversa de PCR, os produtos amplificados foram submetidos a
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um gradiente de dissociagéo (95 °C por 15's, 60 °C por 30 s, e 95 °C por 15 s)
para verificar a amplificagdo de um uUnico produto por desnaturacéo por
temperatura prevista. Uma porcao dos produtos amplificados foram purificados
com o QIAquick kit de purificacdo de PCR (Qiagen Inc., Valencia, CA),
senquenciado na Oregon State University — Center for Genome Research e
biocomputado para verificar a especificidade da amplificacdo. Todos os
produtos amplificados apresentaram apenas os genes de interesse. Respostas
dos genes de interesse foram quantificadas baseadas no ciclo threshold cycle
(CT), o numero de ciclos de PCR requerido para a amplificacdo alvo para se
chegar a um predeterminado threshold. As respostas de CT dos genes de
interesse foram quantificadas com base na CT e normalizadas para a média
geométrica dos valores de CT da B2-microglobulina e 3-actina (Vandesompele
etal.,, 2002). O CV da média geométrica dos valores de Ct de [p2-
microglobulina e B-actina entre as todas as amostras foi 2,7%. Os resultados
foram expressosas relative fold change (2-AACT) como apresentado por
Ocon-Grove et al. (2008).

2.5 Analise estatistica

A baia foi considerada a unidade experimental para todas as analises. Os
dados quantitativos foram analisados usando o procedimento MIXED do SAS
(SAS Inst. Inc., Cary, NC), enquanto os dados binarios foram analisados
usando o procedimento GLIMMIX do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC), com uma
distribuicdo binomial e logit link function. Todos os dados foram analisados
usando a aproximacao Satterthwaite para determinar o denominador DF para
testes de efeito fixo, com baia(tratamento), animal(baia) como variaveis
aleatéria, enquanto ingestdo de TMR e EA usou-se baia(tratamento) como a
variavel aleatéria. O modelo usado para PC inicial e final, GMD, EA, e taxa de
morbidade os resultados continham o efeito de tratamento, sexo do animal
como uma covariavel independente. O modelo para ingestdo de TMR, sintomas
de BRD, PC cheio e variaveis sanguineas continham o efeito de tratamento,
dia, interacdo e sexo do animal como covariavel independente. As variaveis
sanguineas foram analisadas usando os resultados do dia 0 como covarialvel

independente. A origem do animal também foi incluida como uma covariavel
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independente para as analises de expressao de mRNA de genes de imunidade
inata e titulos de anticorpos contra patégenos de DRB, dado que para essa
analise nao contou a origem do animal. O termo especifico para todas as
medidas repetidas foi dia, com baia (tratamento) como sujeito para consumo de
TMR e bezerro (baia) como sujeito para as demais analises. A estrutura de
covariancia utilizada foi auto regressiva de primeira ordem, a qual resultou em
menor critério Akaike e, portanto foi a mais adequada para todas as variaveis
analisadas. Todos os resultados estao reportados como quadrados minimos
ajustados na covariavel e separados usando PDIFF. SignificAncia foi
determinada se P < 0,05 e tendéncias se P > 0,05 e < 0,10. Medidas repetidas
estao reportadas de acordo com principal efeito de tratamento e se a interagao
tratamento x dia foi maior que 0,10. Além disso, valores de P relativos a
comparagdes individuais entre tratamentos pelo PDIFF foram fornecidas

quando o efeito de tratamento foi P < 0,10.

3. Resultados

3.1 Desempenho

Como esperado, PV inicial (dia -1) foi similar (P = 0,97) entre os tratamentos
(Tabela 3). O GMD foi superior (P = 0,03) nos animais do tratamento M2 vs. M1
e CON, e similar (P =0.95) entre M1 e CON (Tabela 3; principal efeito de
tratamento, P = 0,05). No entanto, ndo foram detectados efeitos de tratamento
(P =z 0,49) para PC vazio final ou mensuracées de PC cheio (Figura 1). Nao
houve efeito de tratamento para ingestdo de TMR (P =0,52; Tabela 3),
enquanto EA foi melhor (P < 0,05) nos animais do tratamento M2 vs. M1 e
CON, e similar entre M1 e CON (Tabela 3; principal efeito de tratamento,
P =0,04).

3.2 Respostas de Saude

N&o foi detectado efeito de tratamento (P = 0,39) para incidéncia de animais
diagnosticados com sintomas de DRB e tratados pelo menos uma vez durante

o experimento (Tabela 4), que foram principalmente durante os primeiros 21
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dias da fase de entrada no confinamento (Figura 2, efeito de dia, P< 0,01). No
entanto, a incidéncia de animais que necessitaram de mais de um tratamento
com antibiotico foi superior (P < 0,05) no tratamento CON vs. M1 e M2, e
similar (P = 0,66) entre M1 e M2 (Tabela 4; principal efeito de tratamento, P =
0,04). Sendo assim, o numero de tratamentos antimicrobianos necessarios ao
diagnéstico de sinais de DRB foi maior (P < 0,01) nos animais do tratamento
CON vs. M1 e M2, e similar (P = 0,60) entre M1 e M2 (Tabela 4; principal efeito
de tratamento, P = 0,01). Ndo houve incidéncia de mortalidade durante o

periodo experimental.

3.3 Variaveis Fisiolégicas

Nao foi detectado efeito de tratamento (P = 0.42) nas concentragdes de
AGNE no soro, cortisol plasmatico, haptoglobina, TNFa, insulina, e IGF-I
(Tabela 4). Efeito de dia foi detectado (P < 0,05) para todas essas variaveis
(tabela 5). Nao foi detectado efeito de tratamento (P = 0.56) para titulos contra
patégenos contra DRB (Tabela 6), onde todos aumentaram apds a vacinagéo
durante o periodo experimental (efeito de dia; P <0.01; Tabela 7). Nao foi
detectado efeito de tratamento (P = 0.23) para expressao de mRNA de citocina
ligante 5 (CCL5), ciclogenase 2 (COX2), interleucina 8 (IL8), receptor de
interleucina 8 (IL8R), selectna L (SELL), e fator de necrose tumoral —a (TNFa)
(Tabela 5), enquanto foi detectado efeito de dia (P < 0.03) para todas as

resposta de expressdo de mRNA (Tabela 7).

4. Discussao

As saponinas sdo compostos naturais encontrados em uma variedade de
plantas e leguminosas, consiste em um ou mais oligossacarideo ligado a um
aglicone hidrofdbico triterpenoide ou esterdide (Shi et al., 2004). A estrutura
das saponinas varia entre as plantas e dependem do tipo de planta, o acucar
presente e a composicao do anel esteréide (Rao et al., 1995). No entanto, as
funcdes bioldgicas das saponinas permanecem semelhantes em diferentes
fontes vegetais (Francis et al., 2002). Dado o numero limitado de pesquisa que

investiga o papel das saponinas do extrato de Y. schidigera nos animais recém
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chegados ao confinamento, os resultados deste experimento também estéo
sendo comparados com estudos utilizando saponinas de outras fontes vegetais
e administrados a diferentes espécies.

Os animais usados no presente estudo foram considerados de alto risco,
dado que o histérico prévio de manejo e sanidade eram desconhecidos
(Lippolis et al., 2017; Wilson et al., 2017; Souza et al., 2018). Além disso, o
rebanho passou por experiéncias de estresse como o desmame, leildo,
transporte, mistura com novos animais, vacinagdo, e a entrada no
confinamento em um curto intervalo; A combinacdo desses estressores tem
impacto na imunocompeténcia e no desempenho dos bovinos (Cooke, 2017).
Efeito de dia foi observado entre os tratamentos para cortisol plasmatico,
haptoglobina e TNFa, uma vez que os animais passaram por uma experiéncia
resposta adrenocortical e subsequente RFA durante a fase de entrada no
confinamento (Cooke et al., 2011; Rodrigues et al., 2015). Respostas similares
foram notadas para expressao génica de RNAm, indicando a ativagao imune
na entrada do confinamento, como esses componentes inflamatérios codificam
o sistema imune inato (Abbas e Lichtman, 2014). Todos esses estresses
induzidos e os processos inflamatérios estao ligados a DRB em animais recém
chegados no confinamento (Berry et al., 2004; Cooke, 2017) suportando que a
incidéncia de sintomas de DRB observado no presente estudo seja comparavel
com a pesquisa conduzida em operagdes comerciais de recria em
confinamento (Snowder et al., 2006; Marques et al., 2016). Sendo assim, o
modelo experimental adotado neste estudo representou os desafios de
estresse e saude que animais confinados normalmente passam durante o
confinamento nos Estados Unidos (Duff e Galyean, 2007).

A suplementagédo com MA aumentou o GMD dos animais quando a incluséo
foi de 2 g/animal/dia (M2), mas ndo quando a inclusdo foi em dosagem baixa (1
g/animal/dia; M1). Essa resposta deveria ser primeiramente atribuida ao
aumento da EA nos animais do tratamento M2, sabendo que a ingestdo de
TMR, incidéncia de sintomas de DRB, e todas as respostas fisiolégicas nao
diferiram entre os tratamentos. McMurphy et al., (2014a) reportaram que a
suplementagdo com MA 1 g/animal/dia e 2 g/animal/dia (base da MO) melhorou
a digestibilidade in situ da MS e FDN em bovinos de corte, sem impactar a

ingestao de alimento. Os autores associaram esses resultados com a menor
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taxa de passagem nos animais suplementados com MA, dado que as
saponinas extraidas da Y. schidigera tem caracteristicas de formagao de
espuma podendo aumentar a viscosidade do fluido ruminal (Cheeke, 2000).
Suplementacdo com MA 1 g/animal/dia e 2 g/animal/dia (base da MO) também
reduziu a concentragcao de protozoarios ciliados. Segundo McMurphy et al.,
(2014a), considerando que a saponina reage com a membrana colesterol das
células dos protozoarios provocando lise (Hristov et al., 1999; Cheeke, 2000).
Por sua vez, a diminuicdo na concentracdo de protozoarios ruminal pode
aumentar EA por meio da reducdo da emissdo de metano, alteracdo da
fermentagao ruminal de acetato para propionato e aumentando fluxo de
proteina microbiana para o intestino (Wallace et al., 1994; Hristov et al., 1999).
De acordo com McMurphy etal.,, (2014a), quando os animais foram
suplementados com MA 2 g/animal/dia (base da MO) aumentou o fluxo de
proteina microbiana. Junto, os resultados do presente estudo e por McMurphy
et al. (2014a) sugere que MA deveria ser suplementado 2 g/dia para produzir
beneficios na fermentacdo ruminal podendo aumentar a EA e GMD nos
animais recém chegados no confinamento.

As saponinas sdo conhecidas como um potencial imuno estimulante e
usadas como adjuvantes em vacinas de humanos e animais (Ellis et al., 2005;
Skene and Sutton, 2006; Sun etal. 2009). Chavali and Campbell (1987),
reportaram que a suplementacdo com saponina via dieta aumentou a
resisténcia a virus de ratos e coelhos. No entanto, contrario a esse raciocinio, a
suplementacdo com MA falhou em mitigar a incidéncia de sintomas de DRB no
presente experimento. Porém, bovinos M1 e M2 diagnosticados com sinais de
DRB necessitaram de menos tratamentos antimicrobianos para se recuperarem
da doenca em comparacdo com o CON. Estes resultados implicam que a
suplementag¢ao de MA melhorou parcialmente a imunocompeténcia de bovinos,
mas nao explica o aumento do desempenho de bovinos M2, uma vez que tais
beneficios para a saude foram observados para ambos os tratamentos
incluindo MA. Uma das chaves das propriedades imunomodulatérias das
saponinas € a melhoria na resposta dos anticorpos e linfocitos a antigenos
(Kensil, 1996; Shi et al., 2004), incluindo a estimulagéo da resposta imune de
Th1 e producéao de linfécitos tipo T citotdxicos contra patdégenos exdgenos (Sun

et al., 2009). Saponinas também podem melhorar a imunidade aumentando a
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captacdo de antigenos pelo intestino e outras membranas (Das et al., 2012).
Portanto, a suplementacdo com MA provavelmente aumentou a capacidade
dos animais de se recuperarem da DRB apés a administracao antimicrobiana;
Porém, mais pesquisas s&o0 necessarias para elucidar adequadamente os
beneficios imunolégicos da suplementagao com MA.

Outro mecanismo pelo qual as saponinas estimulam o sistema imunolégico
€ induzir a produgao de citocinas e componentes inflamatérios (Francis et al.,
2002). A suplementagdo de saponinas também demonstrou aumentar a
eficacia da vacina em aves de criatério, como a maior resposta do titulo de
anticorpos a vacinagao contra a doencga infecciosa da bolsa (Zhai et al., 2014).
No entanto, a suplementagdo de MA ndo modulou respostas inflamatérias e de
fase aguda associadas com a fase de entrada no confinamento. Estes incluem
expressao génica de mRNA de imunidade inata e concentragbes plasmaticas
de haptoglobina, cortisol e TNFa. Os titulos de anticorpos séricos contra
patdogenos DRB também nao foram afetados pela suplementagdo de MA, mas
aumentou durante os tratamentos durante o experimento, o que denota
imunidade humoral adquirida a esses antigenos apos a vacinagao (Richeson et
al.,, 2008). Da mesma forma, a suplementacdo de MA ndo modulou as
concentragdes circulantes de insulina, IGF-I e AGNE, que sao marcadores
metabdlicos do estado nutricional em ruminantes (Hess et al., 2005).

Embora os impactos especificos de MA e saponinas nessas variaveis sejam
em sua maioria indeterminados, pode-se esperar concentracbes circulantes
aumentadas de insulina e IGF-I em bovinos M2 devido ao seu maior GMD e EA
(Ellenberger et al., 1989). Enquanto, as concentragdes plasmaticas de insulina
e IGF-1 aumentaram e as concentragcdes de NEFA diminuiram entre os
tratamentos, proporcionando melhor ingestdo de nutrientes e crescimento ao
decorrer do experimento (Lippolis et al., 2017). Porém, as variaveis fisiolégicas
avaliadas neste estudo ndo elucidaram os mecanismos bioldgicos pelos quais
a suplementagdo com MA melhorou o desempenho (M2) e a resposta ao
tratamento com DRB (M1 e M2); Talvez isso tenha ocorrido sem impactos
substanciais nas respostas sistémicas inflamatorias, humorais e metabdlicas.

Em resumo, o modelo experimental apresentou os desafios de estresse e a
saude dos animais que um bovino de corte experimenta durante a fase de

entrada no confinamento, resultando em substancial incidéncia de sintomas de
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DRB. A suplementagdo com MA 2 g/animal/dia aumenta o GMD e EA na fase
de entrada no confinamento; enquanto a mesma resposta nao foi observada
quando MA foi suplementado em uma dosagem menor 1 g/dia. Além disso, a
suplementacdo de MA em 1 ou 2 g / d ndo preveniu a incidéncia de sintomas
de DRB, mas reduziu a necessidade de tratamentos antimicrobianos em
bovinos diagnosticados com sintomas de DRB. Nenhuma das respostas
inflamatdrias, humorais e metabdlicas aqui avaliadas foi impactada pela
suplementagdo com MA; Portanto, pesquisas ainda sao necessarias para
investigar os impactos fisiolégicos da suplementagao desse ingrediente na fase
de entrada no confinamento. No entanto, os resultados deste experimento
sugerem que a suplementagado de MA a 2 g / animal por dia pode melhorar o
desempenho e a imunocompeténcia de bovinos de alto risco durante o periodo

de confinamento.
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TABELAS

Tabela 1. Composigéo1e perfil nutricional das dietas ofertadas durante o periodo
experimental (dia 0 a 59)

Item A B C D
Ingrediente, % MS
Feno de gramiea 74,5 58,2 37,0 33,7
Mllho quebrado 17,5 35,0 54,6 58,2
Farelo de soja 7,2 6,0 7,7 7.4
Premix Mineral2 0,80 0,80 0,70 0,70
Perfil Nutriciona/,3base da MS
NEm, Mcal/kg 1,38 1,55 1,76 1,80
NEg, Mcal/kg 0,80 0,95 1,14 1,17
FDN, % 46,8 39,3 29,5 27,9
PB, % 13,7 13,1 13,6 13,5

A = dia 0 a0 8; B = dia 9 ao 19; C = dia 20 ao 33; e D = dia 34 ao 59. Os animais
tiveram acesso ad libtum a dieta e agua durante o periodo experimental. A dieta foi
oferecida de forma que houvesse 15% (base da MO) de sobra antes de cada trato, a dieta
foi homogeinizada usando um misturador vertical (NDEco S600; New Direction Equipment;
Sioux Falls, SD), e oferecido em cocho de concreto (7.5 m linear de cocho por baia).

Cattleman’s Choice (Performix Nutrition Systems, Nampa, ID) contendo 14% Ca, 10%
P, 16% NaCl, 1.5% Mg, 3,200 mg/kg de Cu, 65 mg/kg de I, 900 mg/kg de Mn, 140 mg’kg
de Se, 6,000 mg/kg de Zn, 136,000 IU/kg de vitamina A, 13,000 IU/kg de vitamin D3, e 50
1u/ Iég de vitaminaE.

Baseado no perfil nutricional de cada ingrediente, que foram analizados via
precedimentos quimicos em laboratdrio(Dairy One Forage Laboratory, Ithaca, NY). A NE
e NEgforam calculadas usando as equacgdes proposta peloNRC(1996).
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Table2.Sequecia de Primer, numero de acessoereferencia para todos os genes transcritos analizados por transcrigao

reversa de PCR.

Gene alvo Primer sequencia N° de acesso Fonte
Cyclooxygenase-2
Forward AATCATTCACCAGGCAAAGG AF031699 Silva et al.
(2008)
Reverse TAGGGCTTCAGCAGAAAACG
Tumor necrosis factor a
Forward AACAGCCCTCTGGTTCAAAC NM_173966 Riollet et
Reverse TCTTGATGGCAGACAGGATG al. (2000)
L-selectin
Forward GACACTTCCCTTCAGCCGTAC NM_174182.1 Playford et
al. (2014
Reverse AGTTCTTTGCTTCTTCAGTGAGAG ( )
Interleukin-8
Forward ACACATTCCACACCTTTCCAC NM_173925.2 Kliem et al.
2013
Reverse ACCTTCTGCACCCACTTTTC ( )
Interleukin-8 receptor
Forward CGGGTCATCTTTGCTGTCG NM_174360.3 Playford et
Reverse ATGAGGGTGTCCGCGATC al. (2014)
CCL5
Forward Reverse GCCCTGCTGCTTTGCCTATAT NM_175827.2 Buza et al.
B-Actin TCCACCCTAGCTCAACTCCAA (2003)
Forward Reverse CTGGACTTCGAGCAGGAGATGG AY141970 Gifford et
B2-Microglobulin ATGTCGACGTCACACTTC al. (2007)
Forward GGGCTGCTGTCGCTGTCT NM_ 173893 Silva et al.
Reverse TCTTCTGGTGGGTGTCTTGAGT (2008)

53



Tabela 3. Parametros de desempenho de bovinos confinados suplementados ou nao
(CON; n = 7) com extrato de Yuccas schidigera (Micro-Aid; DPI Global, Porteville, CA)
1g/animal/dia (M1; n = 7) ou 2g/animal/dia (M2; n = 7) durante a fase de entrada no confinamento
(dia 0 a 59)"2.

CON M1 M2 EPM Valor de P
Item
PC inicial (dia -1; kg) 220,00 220,00 221,00 4,00 0,97
PC final (dia 60; kg) 307,00 307,00 315,00 4,00 0,49
GMD, kg/dia 1,42° 1,42° 1,53 0,03 0,05
Ingestao de alimento, kg/dia; base da MS 7,16 7,33 7,35 0,13 0,52
Eficiéncia alimentar, g/kg 204,00° 200,00° 213,007 3,00 0,04

'Os animais foram pesados apds o transporte (800 km por 12h) no dia -1, e apés 16h de
jejum de sdlido e liquid no dia 60. O GMD foi calculado usando o peso vazio inicial e final. A
ingestdo de alimento foi aferida diariamente nos dias 0 ao 59 pela diferenga entre a quantia
oferecida e a quantia de sobra de cada baia, dividida pela quantidade de animais dentro de cada
baia, e expressado em quilogramas por animal por dia. A eficiéncia alimentar foi calculada
usando o ganho de peso total (em gramas, baseados nos valores de peso vazio) e total de
ingestdo de alimento (em quilogramas, base da MS) de cada baia durante o period experimental,
e reportado em gramas de PC ganho por quilograma de MS consumido.

’A interacdo de tratamento x dia ndo foi significante para ingestdo de alimento (p = 0,83);
sendo assim, etdo representadas pela media dos minimos quadrados de acordo com o efeito
principal de tratamento. Dentro das linhas, as letras que diferem entre si representam diferenga
significante (p < 0,05).
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Tabela 4.Morbidade e respostas fisiologicas em bovinos confinados suplementados ou ndo (CON; n = 7) com
extrato de Yuccas schidigera (Micro-Aid; DPI Global, Porteville, CA) 1g/animal/dia (M1; n = 7) ou 2g/animal/dia
(M2; n = 7) durante a fase de entrada no confinamento (dia 0 a 59)1.

CON M1 M2 EPM  Valorde P
ltem
Animais tratados para doenca respiratéria’, %
Uma vez 42,9 60 54,3 8,8 0,39
Duas vezes 17,1 2,85° 5,71° 4,68 0,04
Numero de tratamentos antimicrobiano requerido 1,40° 1,05” ‘1,10b 0,08 0,01
Variaveis fisioldgicas®
Cortisol plasmatico, ng/mL 23,6 21,6 21,7 1,7 0,63
Insulina, pmol/mL 29,8 29,1 33,3 3 0,55
Fator de crescimento semelhante a insulina 1, ng,mL 159 155 149 7 0,42
Haptoglobina, mg/mL 0,37 0,40 0,37 0,05 0,82
Fator de necrose tumoral -a, ng/mL 0,14 0,24 0,35 0,13 0,46
Acido graxo nao esterificado, pEq/L 0,25 0,25 0,23 0,02 0,67

"Valores reportados sdo as médias dos minimos quadrados de acordo com o efeito principal de tratamento,
dado que nao houve interagdo entre tratamento x dia (P = 0.37). Dentro da linha, letras que diferem entre si
re;)resentam diferenca significativa (P < 0.05).

Os animais foram observados diariamente por sintomas de doenga repiratéria bovina de acodo com o
sistema DART (Zoetis, Florham Park, NJ) seguindo as modificagbes descritas por Step et al. (2008) eWilson et
al. (2015).

*As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 2, 6, 10, 14, 21, 28, 34, 45, e 59 do experiment, e
analisou-se fator de necrose tumoral-a (dia 0 a 14), cortisol plasmatico, haptoglobina, e acidos graxo nao
estereficado (dia 0 a 28), bem como insulina IGF-1 (dias 0, 14, 28, 45, e 59).
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Tabela 5. Concentracao de cortisol plasmatico (ng/ mL), insulina (pmol/L), fator de crescimento
semelhante a insulin (IGF-I; ng/mL), haptoglobina (mg/mL), fator de necrose tumoral-a (TNFa;
ng/mL), e acido graxo nao esterificado (AGNE; pEg/L) em gado confinado no perido de entrada

(dia 0 a 59)"?

Dia Cortisol Insulina IGF-1 Haptoglobina TNFa AGNE
0 29,2° 28,8° 82,6° 0,26° 0,12° 0,42°
2 20,3° — — 0,37* 0,18° 0,36°
6 20,9° — — 0,48 0,33° 0,31°
10 20,2° — — 0,52° 0,22% 0,22¢
14 20,3° 26,9° 131° 0,41 0,14° 0,19°
21 23,8° — — 0,31% — 0,19°
28 23,7° 37,6° 162° 0,31 — 0,18°
45 — 30,3b° 165° — — —
59 — 34,5%° 175° — — —
EPM 1,6 2,7 4.8 0,05 0,07 0,01
Valor de P 0,01 <0,01 <0,01 0,03 0,05 <0,01

'Dentro da coluna, letras que diferem entre si representam diferanca sgnificante (P < 0.05).

’As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 2, 6, 10, 14, 21, 28, 34, 45, e 59 do
experiment, e analisou-se fator de necrose tumoral-a (dia 0 a 14), cortisol plasmatico,
haptoglobina, e acidos graxo ndo estereficado (dia 0 a 28), bem como insulina IGF-1 (dias 0,

14, 28, 45, e 59).
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Tabela 6. Titulo de anticorpos contra patogenos de doencga repiratoria e expressao total de mRNA
sanguineo de bovinos confinados suplementados ou ndo (CON; n = 7) com extrato de Yuccas
schidigera (Micro-Aid; DPI Global, Porteville, CA) 1g/animal/dia (M1; n = 7) ou 2g/animal/dia (M2; n =
7) durante a fase de entrada no confinamento (dia 0 a 59)1.

CON M1 M2 EPM Valor de P
Item
Anticorpos sérico, titer log 2
Mannheimia haemolytica 9,21 9,19 9,05 0,21 0,78
Parainfluenza 3 virus 6,10 5,87 5,61 0,35 0,56
Virus sincicial respiratério bovino 4,84 4,46 4,70 0,50 0,83
Virus da diarréia viral bovina 1 3,29 3,10 3,17 0,36 0,92
Herpevirus bovino 1 1,95 1,94 1,92 0,38 0,99
Expressédo de mRNA sanguineo, fold effect
Citocina ligante 5 4,83 3,93 3,62 0,54 0,23
Ciclogenase 2 6,95 7,51 6,66 0,75 0,64
Interleucina 8 11,6 9,68 13,8 2,08 0,27
Receptor de interleucina 8 20,7 23,6 19,7 2,7 0,50
L Selectina 2,61 2,84 2,90 0,25 0,62
Fator de necrose tumoral —a 6,26 6,06 6,07 0,82 0,98

'Expressdo de mRNA sanguineo reportado com em Océn-Grove et al. (2008). Valores reportados
sdo as médias dos minimos quadrados de acordo com o efeito principal de tratamento, dado que nao
houve interagéo entre tratamento x dia (P = 0.55).

’As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 2, 6, 10, 14, 21, 28, 34, 45, e 59 do
experiment e foram analizados para titulos de anticorpos (dias 0, 10, 21, e 45) e expressao de
mMRNA sanguineo (dia 0 a 14). Os dados foram analisados usando os resultados do dia 0 como
covariavel independente. No dia 0 os animais foram vacinados contra Clostridium e Mannheimia
haemolytica (One Shot Ultra 7; Zoetis Florham Park, NJ), rinotraqueite infecciosa bovina, complexo
de diarreia viral bovina, parainfluenza 3 e virus respiratorio sincicial bovino (Bovi- Shield Gold 5;
Zoetis), e foi administrado anti-helmintico (Dectomax; Zoetis). No dia 21, os animais receberam um
refor¢co vacinal contra Clostridium (Ultrabac 8; Zoetis), rinotraqueite infecciosa bovina, complexo de
diarreia viral bovina, parainfluenza 3 e virus respiratorio sincicial bovino (Bovi-Shield Gold 5;
Zoetis).
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Tabela 7.Titulos de anticorpos contra Mannheimia haemolytica (MH), parainfluenza 3 virus (PI3), virus sincicial respiratorio
bovino (BRSV), virus da diarréia viral bovina 1 (BVD-1), herpevirus bovino 1 (BHV), e total expressao do mRNA sanguineo de
citocina ligante 5 (CCL5), ciclogenase 2 (COX2), interleucina 8 (IL8), receptor de interleucina 8 (IL8R), selectina L gSELL), e
fator de necrose tumoral —a (TNFa) em bovinos confinados durante a fase de entrada em confinamento (dia 0 a 59) 2

Titulos de anticorpos Expressdo de mRNA sanguineo

Dia MH PI3 BRSV ~ BVD-1 BHY ~ CCL5 COXx2 I8 IL8R SELL  TNFa
0 8,17°  2,82° 1,37° 0,84° 021° 466"  7,16° 125"  26,6° 2,76° 6,68
2 — — — — — 4,08 861"  6,88°  16,7° 2,37° 7,18°
6 — — — — — 507  534° 148" 223" 263"  517°
10 848° 399"  3,08° 1,01° 0,50° 432° 683 142° 183  3,00° 6,14
14 — — — — — 4,14° 7,21°  13,6°  222% 2,93° 5,69°
21 9,31 625" 4,73 2,32° 2,81° — — — — — —
45 9,75 6,75  556° 5,63 2,36 — — — — — —
EPM 019 036 0,37 0,35 0,25 0,37 065 228 2,57 0,19 0,61
Valorde p <001 <0,01  <0,01 <0,01  <0,01 0,02 <0,01 <0,01  <0,01 0,03 <0,01

"Detro da coluna, letras que diferem entre si representam diferenca significativa (P < 0.05). Expressdo de mRNA reportado
como em Ocoén-Grove et al. (2008).

2As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 2, 6, 10, 14, 21, 28, 34, 45, e 59 do experiment e foram analizados
para titulos de anticorpos (dias 0, 10, 21, e 45) e expressdo de mRNA sanguine (dia 0 a 14). No dia 0 os animais foram
vacinados contra Clostridium e Mannheimia haemolytica (One Shot Ultra 7; Zoetis Florham Park, NJ), rinotraqueite infecciosa
bovina, complexo de diarreia viral bovina, parainfluenza 3 e virus respiratdrio sincicial bovino (Bovi- Shield Gold 5; Zoetis), e foi
administrado anti-helmintico (Dectomax; Zoetis). No dia 21, os animais receberam um reforgo vacinal contra Clostridium (Ultrabac
8; Zoetis), rinotraqueite infecciosa bovina, complexo de diarreia viral bovina, parainfluenza 3 e virus respiratério sincicial bovino
(Bovi-Shield Gold 5; Zoetis).
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FIGURAS

Figura 1.0 PC cheio em bovinos confinados suplementados ou ndo (CON; n = 7) com extrato
de Yuccas schidigera (Micro-Aid; DPI Global, Porteville, CA) 1g/animal/dia (M1; n = 7) ou
2g/animal/dia (M2; n = 7) durante a fase de entrada no confinamento (dia 0 a 59). Nao foi
detectada diferenga ou interagdo de tratamento x dia (P = 0.33), enquanto houve efeito de dia
(P< 0.01).

Figura 2. A incidencia cumulativa de sintomas de doenga respirtéria bovina (DRB) em bovinos
confinados suplementados ou ndo (CON; n = 7) com extrato de Yuccas schidigera (Micro-Aid;
DPI Global, Porteville, CA) 1g/animal/dia (M1; n = 7) ou 2g/animal/dia (M2; n = 7) durante a
fase de entrada no confinamento (dia 0 a 59). Os animais foram observados diariamente por
sintomas de DRB de acordo com o sistema DART (Zoetis, Florham Park, NJ) seguindo as
modificagdes descritas por Step et al. (2008) eWilson et al. (2015). Se diagnosticado com
sintomas de doenca respiratoria bovina, os animais recebiam tratamento antimicrobiano como
descrito por Wilson et al. (2015). O grafico representa incidencia de animais diagnosticado com
sintomas de DRB e tratado com antimicrobiano uma vez durante o experiment. Nao foi
detectado efeito de tratamento ou interagao de tratamento x dia (P = 0.34), equanto efeito de
dia foi significante (P< 0.01).
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