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INDICES ZOOTECNICOS E MORFOMETRIA INTESTINAL DE BOVINOS
SUPLEMENTADOS COM A PAREDE CELULAR DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

RESUMO - Estudos sobre o uso de aditivos dietéticos em bovinos criados de forma semi
intensiva sado escassos em funcao dos diversos fatores, como clima, manejo e raca, que
podem interferir na resposta a utilizacdo dos aditivos nesse sistema. O presente trabalho
tem como objetivo analisar a morfometria do intestino delgado e os indices zootécnicos de
bovinos em sistema semi-intensivo que receberam suplementacdo dietética a base da
parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae e de bovinos sem suplementagéo.
Foram utilizados 28 bovinos machos Nelore de aproximadamente 26 meses de idade,
castrados, com peso médio de 420 kg separados em: Grupo Tratamento (GT) — composto
por 14 animais recebendo a mistura de suplemento mineral e parede celular de levedura
de cana-de-acucar ImunnoWall® (ICC, Brasil) na dosagem de 5g/animal/dia durante os
primeiros 183 dias, e 31g/animal/dia durante o periodo final de 34 dias pré-abate e Grupo
Controle (GC) — composto por 14 animais recebendo suplemento mineral sem a adi¢ao de
ImunnoWall® durante todo o periodo do experimento (217 dias). Os animais foram abatidos
em planta frigorifica onde foram coletados 2 fragmentos da regido do jejuno e 2 fragmentos
da regido do ileo para mensuracdo de tamanho das criptas de Lieberkuhn de ambos os
segmentos. Quando comparadas as médias das areas das criptas do jejuno e ileo os entre
os grupos GT e GC, ambas mostraram diferenca estatistica (P=0,008). O grupo GT
apresentou uma média de 4.070 pm? e o grupo GC de 3.540 um?. Houve também diferenca
estatistica (P=0,0013) quando comparada as médias de perimetro de ambos 0s segmentos
entre os grupos GT e GC. O grupo GC apresentou uma média de 237 um e o grupo GT de
217 um?. Através dos resultados podemos concluir que a suplementacdo com parede
celular de levedura levou a diferenca na area e perimetro das criptas de Lieberkuhn, e
consequentemente a um maior ganho de peso dos animais, mostrando assim uma Gtima

relacéo custo beneficio no uso da parede celular de levedura.

PALAVRAS CHAVE: aditivos, bovinos, Saccharomyces cerevisiae.



INDICES ZOOTECNICOS E MORFOMETRIA INTESTINAL DE BOVINOS
SUPLEMENTADOS COM A PAREDE CELULAR DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

ABSTRACT - Studies on the use of dietary additives in semi-intensive cattle production are
scarce due to several factors, such as climate, management and breed, which can interfere
with the response to the use of additives in this system. The present work aims to analyze
the morphometry of the small intestine and the zootechnical indexes of cattle in a semi-
intensive system that received dietary supplementation based on the cell wall of yeast
Saccharomyces cerevisiae and in cattle without supplementation. 28 Nellore steers
approximately 26 months old, castrated, with an average weight of 420 kg were divided into:
Group Treatment (GT) - consisting of 14 animals receiving a mixture of mineral supplement
and yeast cell wall of sugarcane ImunnoWall® (ICC, Brasil) at a dosage of 5g/animal/day
during the first 183 days, and 31g/animal/day during the final period of 34 days before
slaughter and Control Group (GC) — composed of 14 animals receiving mineral supplement
without the addition of ImunnoWall® during the entire period of the experiment (217 days).
The animals were slaughtered in a slaughterhouse where 2 fragments from the jejunum
region and 2 fragments from the ileum region were collected to measure the size of the
Lieberkuhn crypts of both segments. When comparing the averages of the areas of the
jejunum and ileum crypts between the GT and CG groups, both showed a statistical
difference (P=0.008). The GT group had an average of 4,070 um2 and the GC group of
3,540 pm2. There was also a statistical difference (P=0.0013) when comparing the
perimeter means of both segments between the GT and GC groups. The GC group had an
average of 237 um and the GT group of 217 um2. Through the results we can conclude that
the yeast cell wall supplementation led to a difference in the area and perimeter of the
Lieberkuhn crypts, and consequently to a greater weight gain of the animals, showing a

great cost/benefit ratio in the use of the yeast cell wall.

KEYWORDS: additives, bovines, Saccharomyces cerevisiae.



1. INTRODUCAO

No Brasil em 2017, o agronegodcio representou 24% do produto interno bruto
(PIB), se compararmos com a industria e o setor de servigos que mostraram indices
negativos, o agronegdécio apresentou crescimento de 14,5% (IBGE, 2017).

Com a crescente preocupacdo da populacdo mundial em relagcdo ao meio
ambiente, hoje h4 no mercado de carnes uma demanda maior por sistemas de
criacao, nutricdo e manejo que interfiram em menor intensidade com o meio ambiente.
(LATAWIEC et al., 2014). A produtividade de bovinos a pasto, é de 32 a 34% do seu
potencial méximo. Aumentar esta produtividade para 49 a 52% através de nutricao e
manejo, atenderia todas as demandas produtivas de carne até pelo menos 2040, sem
aumentar o desmatamento no ecossistema natural.

O uso de aditivos dietéticos € comum em bovinos mantidos em sistemas de
confinamento, com o objetivo de melhorar a eficiéncia metabdlica dos animais e evitar
distarbios gastrointestinais. Estudos sobre o uso de aditivos dietéticos em bovinos
criados de forma semiextensiva sdo escassos em funcéo dos diversos fatores, como
clima, manejo e raca, que podem interferir na resposta a utilizagdo dos aditivos nesse
sistema. (FERREIRA et al., 2015).

Probioticos/Prebiodticos/Simbibticos sdo aditivos que possuem a capacidade de
modular o balanco e atividade da microbiota do trato gastrointestinal, considerados
benéficos para o animal hospedeiro sendo assim utilizados como alimentos
funcionais. IniUmeros fatores como restricdes alimentares e de manejo afetam a
estrutura da microbiota intestinal em animais de produgéo (UYENO; SHIGEMORI;
SHIMOSATO, 2015).

Um exemplo de prebiodtico € a parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae, constituida, em sua maior parte, de polissacarideos mananos e glucanos.
Os mananos ou mananoligossacarideos (MOS) estdo em maior quantidade na parede
celular mais externa, e agem como protetores do mecanismo de defesa do organismo

animal.



Estudos mostram que o MOS, adicionado a dietas, diminui a colonizacdo de
bactérias patogénicas no intestino do animal, pois é capaz de bloquear fimbrias de
bactérias patogénicas, evitando sua adesdo no epitélio da mucosa. Outros
componentes da parede celular das leveduras, principalmente os glucanos, estimulam
o0 sistema imunoldgico natural e a producdo de macréfagos que, via fagocitose,
destroem os microrganismos patogénicos (COSTA, 2004). Os principais glucanos
encontrados na parede celular da levedura s&o o B-1,3-glucano e o 31,6-glucano. A
parede celular da levedura é composta de 60-70% de glucanos, sendo 15-30%
glicoproteinas e 5-15% de quitina (KAR et al., 2019).

Na pesquisa de Pequeno (2019), foi comparada dietas com e sem a presenca
de parede celular de leveduras em aves de até 42 dias de vida, para avaliar se haveria
ou nao diferenca em seu desempenho em ganho de peso, assim como na morfometria
intestinal. De acordo com o autor, a utilizacdo de 0,1% de parede celular de levedura
levou & um maior ganho de peso dos animais, assim como uma melhor converséo
alimentar (menor ingestdo associada a um maior ganho de peso). Na analise
morfométrica do intestino, a utiliza¢éo do prebidtico resultou em uma maior integridade
da parede intestinal, assim como aumento na altura e largura das vilosidades, e
consequentemente na area de absorcao

Portanto, este trabalho teve por objetivo avaliar os indices zootécnicos e
morfometria intestinal de animais suplementados com a parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae € avaliar se a utilizacdo do aditivo levaria a alteracfes
significativas em suas mensuragdes em comparagao com animais que nao receberam

o aditivo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéo de carne no Brasil
Em 2018, houve aumento de 6,9% de bovinos abatidos chegando a 44,23
milhdes de cabegas, um aumento de 12,8% acima de 2017. Desse total, 20,1% foi
destinado para o mercado externo enquanto que 79,6% para o mercado interno, cujo
consumo médio per capita é de 42,12kg/ano segundo a Associacdo Brasileira das
Industrias Exportadoras de Carnes (ABIEC, 2019).



A ABIEC em 2019 relata que o Brasil apesar de possuir 13% do rebanho bovino
e bubalino do mundo, detém apenas 15,3% da producdo mundial de carne, em
comparacao, os EUA detém 5,7% do rebanho mundial com producgéo de 17,2% do
total de carne produzida no mundo.

De acordo com Anuario da Pecuaria Brasileira (2019), aproximadamente 191
milhdes de cabecas de bovinos no Brasil s&o mantidos a pasto, representando 98%
do rebanho nacional.

Pedreira et al. (2013) nos mostra em seu trabalho que animais alimentados
exclusivamente com dieta de volumoso, apresentaram uma menor eliminacdo de
metano em comparagdo com animais que recebiam 30% e 60% de concentrado na
sua dieta, dado este que comprova que eliminando menos metano na atmosfera, este
tipo de criacdo € menos nocivo ao meio ambiente.

Em adicdo, plantas frigorificas Brasileiras regulam o uso de antibioticos,
especialmente ionéforos utilizados como promotores de crescimento, em fazendas
certificadas para exportar carne bovina para paises europeus, assim como o uso de
gualquer implante hormonal ou beta agonista € proibido no Brasil. (MILLEN et al.,
2011)

2.2 Uso de aditivos dietéticos em bovinos de corte
Com o intuito de desenvolver a producao de carne e leite, ha um aumento nas
pesquisas cientificas que utilizacdo a suplementacdo com aditivos dietéticos em
ruminantes, preconizando modificar a atividade da microbiana ruminal com isso ha
uma maior eficiéncia na digestado dos alimentos, consequentemente melhorando sua

conversao alimentar e sua produtividade (FRANCA, 2011)
Muitas definicbes foram propostas para o termo probidtico, porém de acordo

“*

com Gaggia, Mattarelli e Biavati (2010), a mais aceita é “ probidtico é um
microorganismo vivo que quando administrado em quantidades adequadas, conferem
beneficios ao hospedeiro”. Os prebioticos por sua vez sao “ingredientes nao
digestiveis da dieta que afetam de maneira benéfica o hospedeiro estimulando o
crescimento e/ou a atividade de uma ou um limitado nimero de bactérias do colon, e
os simbidticos sao definidos como uma mistura de probidticos e prebidticos que irdo
beneficiar o hospedeiro melhorando a sobrevivéncia e implantagédo da microbiota no

trato gastrointestinal.



2.3 PREBIOTICO - PAREDE CELULAR DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Os principais prebioticos utilizados na alimentag&o séo: Fruto-oligossacarideos
(FOS), inulina, Isomalto-oligossacarideos (IMO), glico-oligossacarideos (GOS),
transgalacto-oligossacarideo (TOS) e o mananoligossacarideo (MOS) sendo 0 mais
comumente utilizado na alimentagdo animal.

O B-glucano promove a ativagdo do sistema imune inato dos animais,
prevenindo infec¢des via estimulacdo de macréfagos e neutrofilos, assim como
estudos mostram que eles podem ser absorvidos pelas células M do intestino,
chegando até a circulacdo sanguinea, também chamadas de placas de Peyer (DIAZ;
BRANCO, 2019)

A modulacdo da imunidade da mucosa intestinal pela combinagdo desses 2
polissacarideos para os receptores especificos das células imunes proporciona efeitos
benéficos na saude do animal e na resisténcia as doencas. (KOGAN; KOCHER,
2007).

s, C— —— O C—— . } \ananoproteinas

- B 1,6 - glucanos

L e — " B 1,3-glucanos

} Quitina

| Bicamada de
fosfolipidios

@ Sintase de Quitina @ ® Sintase de B-1,3-
UDP-GIeNAc¢ UDP-Gle glucanas

Figura 1 Composi¢cdo da parede celular de levedura. A parede da célula é constituida de quitina
préximo da membrana da célula, $-1,3- e B-1,6 Glucanos (verdes) adjacentes as quitinas e
mananoproteinas (vermelho) na parte mais externa (FESEL; ZUCCARO, 2016).

Segundo Costa (2004) a fonte mais comum de obtencéo de parede celular de
levedura consiste no processo de producao de alcool por destilarias de etanol. Nao sé
nas destilarias, mas as leveduras podem também ser obtidas na producdo de

fermento para panificagdo, e em outras industrias de bebidas produzidas via



fermentacdo, em que o0 microrganismo utilizado € uma linhagem especifica

selecionada com caracteristicas para cada finalidade.

2.4 FUNCAO DA PAREDE CELULAR DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

A diversidade da populacdo microbiana do trato gastrointestinal pode ser
aproveitada para melhorar a saldde humana e animal. O aumento de certas
populacdes microbianas intestinais de animais saudaveis ou o estimulo de uma flora
normal existente pode dificultar o estabelecimento de bactérias patogénicas. Os
prebidticos podem melhorar a saude do animal através de uma variedade de
mecanismos que ainda ndo sao completamente entendidos. A modulacdo da
microbiota intestinal pode elevar a produtividade e saude animal (CALLAWAY et al.,
2008).

Na superficie de bactérias patogénicas existem fatores de ligacdo como as
fimbrias Tipo 1 compostas por lectinas, onde o MOS possui tropismo pelas lectinas,
se ligando a elas por um mecanismo de competicao, inibindo a colonizacdo das
bactérias patogénicas no trato digestorio. Bactérias patogénicas que possuem fimbria
tipo 1 como Pseudomonas spp, Staphylococcus aureus, Salmonela spp e Escherichia
coli, se ligam ao MOS no trato digestorio sendo eliminadas pelas fezes (Diaz e Branco,
2019).

Hofacre et al. (2003), realizaram um estudo com 960 aves, divididas em 10
grupos com 96 aves cada, sendo 1 grupo controle. Nesse estudo as aves foram
suplementadas durante 28 dias com a parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae ou da levedura Saccharomyces boulardii, como uma alternativa para o uso
de antibidticos no controle de enterite necrotica causada por Clostridium perfringens.
A maior taxa de mortalidade em relacéo a enterite necrética foi observada no grupo
controle (60%) e os grupos de aves suplementadas com a parede celular das
leveduras obtiveram a menor taxa de mortalidade (29%).

Line et al. (1998), utilizaram 80 frangos de corte, e dividiram 0s animais em
grupo controle sem a ingestao de S. boulardii e outros 2 grupos contendo 10 animais
em cada grupo, onde os animais ingeriram a levedura na concentracdo de 1g/kg de
racao e 100g/kg de racéo. Foram desafiados com a ingestéao das cepas de Salmonella

typhimurium em sua dieta na concentracdo de 3,3 x 108 e 6,5 x 108 de Campylobacter



jejuni associadas. Os animais foram tratados durante 3 semanas e depois abatidos
para coletar material de seus intestinos. O grupo controle teve 70% de frequéncia de
colonizagdo por S. typhimurium em suas visceras onde 0s grupos com ingestao da
levedura se mostraram eficientes para o controle populacional da bactéria, mostrando
uma frequéncia de 20% e 5% de colonizacdo. Esses dados sugerem que a parede
celular da levedura pode ajudar no controle populacional de bactérias através da
excrecao das mesmas.

A imunidade desempenha um importante papel na sadde do animal, e
conseguentemente no desenvolvimento da performance desejada
(DANKOWIAKOWSKA; KOZLOWSKA; BEDNARCZYK, 2013). A ativacao
imunolégica ou inflamacao crbnica sdo fatores que afetam a saude e taxa de
crescimento. Os patdgenos intestinais interferem na digestédo, absorcéo e utilizacéo
dos nutrientes; alteram a funcdo celular normal assim como na integridade e
funcionalidade epitelial (AJUWON, 2015).

Bontempo et al. (2006) em um estudo utilizou 352 leitbes jovens, sendo os
animais divididos em grupo controle sem suplementacdo e grupo de animais
suplementados com 2g/kg da dieta com levedura viva até 4 semanas pés desmama.
Os leitbes suplementados apresentaram maior peso a desmama assim como ganho
de peso pos desmama; a andlise histoldgica do intestino mostrou que na mucosa
intestinal as células epiteliais das vilosidades apresentaram hiperplasia e houve
aumento no numero de macréfagos. Esses achados sugerem que a suplementacao
dietética com levedura favorece um intestino mais resistente as infec¢cdes e um melhor
potencial para a regeneracdo epitelial, assim como aumento do tamanho das
vilosidades intestinais.

Shen et al. (2009) em um estudo, forneceram na dieta de 216 leitdes no periodo
da desmama, culturas de leveduras em diferentes concentracdes (2,5g; 59,109 e
20g/kg de racdo) durante 21 dias. Eles avaliaram a taxa de ganho de peso,
digestibilidade de nutrientes, morfologia intestinal, microflora intestinal e a resposta
imune. Eles observaram que as B-glucanas estimularam uma resposta Th-1 a qual
aumentou a producao da citocina IFN-y, possivelmente pelos macréfagos da mucosa
intestinal. Estes achados indicam que a utilizacdo da levedura como aditivo dietético
ativa o epitélio do intestino ou o tecido linféide associado para uma resposta Th-1

através da ativacao de macréfagos. Devido a essa resposta, a fagocitose de possiveis



patdgenos no intestino e no tecido linfoide adjacente € otimizada, conferindo uma
maior imunidade local.

Magalhées et al. (2008) comparou o uso de cultura de levedura na dieta de
bezerros da raca holandesa, até os 68 dias de vida, onde todos receberam colostro.
Seus resultados mostraram que a utilizagcdo de cultura de levedura na dieta dos
animais, em comparacado com 0 grupo controle, mostrou diferenca significativa na
ocorréncia de diarreia, escore das fezes (consisténcia), presenca de febre nos
animais, assim como na taxa de mortalidade. Os neutrdéfilos retirados do soro dos
animais que ingeriram a cultura de levedura se mostraram mais ativos, quando
incubados com E. coli patogénica, fagocitando e eliminando mais bactérias se
comparados ao neutroéfilos dos bezerros do grupo controle.

Comparando frangos de corte utilizando dietas sem a adicdo de parede celular
de levedura com animais suplementados com uma ou mais fontes de leveduras
comerciais, Brummer, van Rensburg e Moran (2010) mostraram que 0sS animais
tratados com levedura durante 15 dias de tratamento tiveram um efeito numérico
positivo, porém nao estatistico nos niveis de conversdo alimentar. A andlise
histologica dos intestinos revelou um numero maior de células caliciformes tanto em
densidade quanto em tamanho nos animais suplementados em comparagao com o
grupo controle. O muco funciona como uma barreira protetora contra
enteropatdgenos, assim como facilita a absor¢cdo de determinados minerais.
Entretanto, os nutrientes devem cruzar essa camada de muco para serem absorvidos
pelos enterécitos. As alteracbes observadas nas células caliciformes no periodo de
tratamento poderiam entdo aumentar a capacidade do trato gastrointestinal em
responder a um insulto patogénico através da producdo de muco e nado afetar a
absorcao de nutrientes pelos enterdécitos.

A parede celular de levedura pode substituir parcialmente a necessidade por
antibiéticos e tratamentos de doencgas, possuindo a capacidade de melhorar a saude
e bem estar do animal (BROADWAY; CARROLL; SANCHEZ, 2015).

2.5 indices zootécnicos e analise morfométrica
Os resultados obtidos por Al-baadani et al. (2016), onde frangos desafiados
através da ingestdo de C. perfringens na concentracdo de 4x108UFC/mL

apresentaram na avaliacdo morfométrica intestinal de &rea de vilosidade (altura e



largura) e integridade da mucosa maior em intestino delgado quando utilizado
prebidticos (MOS) na racdo em comparacdo ao grupo controle sem a utilizagdo de
aditivos.

Abudabos, Al-batshan e Murshed (2015) realizaram um estudo com frangos de
engorda até 42 dias de vida, onde os animais foram tratados com prebiotico (MOS).
Na analise morfométrica intestinal, as vilosidades do ileo de animais tratados com o
MOS apresentaram maior comprimento de vilosidade em comparagdo com 0 grupo
controle, assim como ganho de peso superior destes animais, sendo uma alternativa
viavel a utilizacdo de antimicrobianos para melhorar desempenho. Shen et al. (2009),
relata que leitdes na fase de desmame, ndo apresentaram diferengas significativas no
tamanho das vilosidades do ileo, porém correlacionou a suplementacdo de levedura
com o aumento das vilosidades do jejuno, esse aumento levou a um maior ganho de
peso dos leitdes.

Montanholi et al. (2013) avaliou a conversdo alimentar de bovinos jovens
(relacdo entre ganho de peso e ingestéo de alimento) e correlacionou com o tamanho
das criptas de Lieberkuhn. Através da mensuracao das criptas em relacéo a sua area,
perimetro, tamanho e numero de células, chegou a conclusdo que os parametros
acima citados estdo diretamente relacionados com o desempenho do animal em
relagdo ao ganho de peso, onde animais que apresentaram maiores medidas de

criptas, ganharam mais peso durante o periodo de avaliagédo.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo analisar a morfometria do intestino delgado
e o0s indices zootécnicos de bovinos em sistema semi-intensivo que receberam
suplementacdo dietética a base da parede celular de levedura S. cerevisiae e de

bovinos sem suplementacgao.

Objetivos especificos
v' Descrever e correlacionar os achados microscépicos observados no
intestino delgado dos grupos de bovinos.
v Descrever e correlacionar o desempenho zootécnico (ganho de peso médio

e acabamento de carcaca) dos grupos de bovinos.



4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Jaboticabal - UNESP, Campus de Jabuticabal,
processo n° 015678/19.

4.1. Animais

Foram utilizados 28 bovinos, de aproximadamente 26 meses de idade, machos
castrados, da raca Nelore com peso médio de 420 kg. Os animais foram vermifugados
com ivermectina 4%, 1 semana antes do inicio do experimento.

Os animais foram divididos de forma aleatéria em dois grupos distintos:

Grupo Tratamento (GT) — composto por 14 animais recebendo a mistura de
suplemento mineral e parede celular de levedura de cana-de-acucar ImunnoWall®
(ICC, Brasil) na dosagem de 5g/animal/dia (1,05g de MOS e 1,8g de Beta Glucanas)
durante os primeiros 183 dias, e 31g/animal/dia (6,6g MOS e 11,69 de Beta Glucanas)
durante o periodo final de 34 dias pré-abate, totalizando 217 dias de tratamento.

Grupo Controle (GC) — composto por 14 animais recebendo suplemento
mineral sem a adi¢do de ImunnoWall® durante todo o periodo do experimento.

Os grupos GT e GC foram rotacionados em 4 piquetes distintos com pastagem
de Brachiaria brizantha cv. Marandu (FIGURA 2).

Figura 2. Piguetes onde os animais dos grupos experimentais (GT e GC) foram
rotacionados.
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Os animais receberam suplemento mineral proteico (Apéndice 1) ad libitum
com consumo diario de 0,1% do peso vivo/animal durante 183 dias (entre 0s meses
de novembro e abril). Os animais foram pesados e separados entre 0s grupos, e no
dia seguinte deu-se inicio ao tratamento, havendo 6 pesagens até o dia de abate.
(FIGURA 3). Nos meses de maio e junho, para um melhor acabamento de carcaca,
0s animais receberam diariamente suplemento protéico energético (Apéndice 2) de

consumo 0,3% do peso vivo/animal durante 34 dias

Inicio do Inicio do
tratamento tratamento
5g/animal/dia 31g/animal/dia Abate
DO D2 D58 D94| D156 D183 D218
12 pesagem 23 pesagem 3% pesagem 4% pesagem 52 pesagem 62 pesagem

Figura 3. Dia do inicio do tratamento (DO) até o abate (D218) com as respectivas
pesagens.

Ambos os suplementos minerais continham em sua formulagéo: gréaos secos
de destilaria com soluveis (DDGS), milho moido, sal branco e premix mineral. Durante
o periodo do experimento, 0s piquetes apresentaram as pastagens verdes, porém no
més de junho, elas estavam em fase de transicéo entre verdes e secas.

Para evitar o efeito de dominancia entre os animais no momento da
alimentacdo, foi utilizado 40cm de cocho/animal; em todos o0s piquetes havia

bebedouros com agua limpa durante 24h.

4.2. Coleta de material

Durante o abate dos animais no frigorifico, no momento da abertura da
cavidade abdominal, onde as visceras sao separadas, foram coletados 2
fragmentos da regido do jejuno e 2 fragmentos da regido do ileo (FIGURA 4). Os
fragmentos coletados foram acondicionados em saco plastico individual e

identificados com o numero da respectiva carcaca, e mantidos refrigerados em
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caixa térmica com gelo sendo posteriormente, acondicionados em recipientes de
plastico com formol a 10%.

Animal 10 - GT

Figura 4. Fragmentos de jejuno e ileo coletados do animal 10 do GT.

4.3 Processamento do material - avaliacdo histopatolégica
Os fragmentos de jejuno e ileo foram fixados em formol a 10% e submetidos as
técnicas rotineiras de processamento de material para inclusdo em parafina. As

laminas foram coradas por hematoxilina eosina (HE).

Andlise histopatolégica

Morfologia das criptas intestinais

Para avaliacdo da morfologia das criptas de Lieberkuhn da regido do jejuno e
ileo, fez-se a afericdo em todos os animais da area e perimetro de criptas que se
apresentavam em cortes transversais na lamina, como descrito por Montanholi et al.
(2013).

Os cortes histologicos de jejuno e ileo foram fotografados na objetiva 40x,
através de uma camera (Olympus DP71) acoplada a um microscopio de luz (Olympus
BX-61), conectado a um computador com o software ImageJ (Image J, v., National

Institutes of Health, dominio publico.)
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As fotomicrografias do jejuno e ileo foram aferidas pelo programa ImageJ com
calibracdo da escala de 200um feitas através da propria escala da imagem. Em cada
segmento foram avaliadas 15 criptas de maneira aleatéria na lamina, totalizando 30
criptas por animal. A selecao do perimetro de cada cripta foi feita manualmente pela
ferramenta “freehand selection”, em seguida o software ImageJ calcula
automaticamente sua area e perimetro em pm através do comando “Measure”
(FIGURA 5).

37.30¢329.26 ym (4080x307 2, ROB. 49M8

Fie Edt Font Results
|ares [Mean  [Min [ma [Peam
1 4560793 146573 101 171 267 117

Figura 5. Fotomicrografia da cripta de Lieberkuhn. Selegdo manual do perimetro e

calculo da area e perimetro pelo programa ImageJ. HE, 40x.

Infiltrado celular
Na avaliacdo histopatoldgica qualitativa do jejuno e ileo em relacdo ao infiltrado
celular foi considerado:
e Tipo celular (polimorfonuclear e mononuclear);
e Distribuicdo (focal, multifocal ou difusa);
¢ Intensidade (discreta, moderada ou acentuada).
As laminas foram analisadas em microscopia de luz, nas objetivas de 10x, 20x, 40x e
na objetiva de 100x, através do uso de 6leo de imersao quando necessario.



13

4.4 Desempenho zootécnico
4.4.1 Ganho de peso

Os animais foram pesados e separados entre 0s grupos, e no dia seguinte deu-
se inicio ao tratamento, havendo 6 pesagens até o dia de abate. Antes das pesagens
0s animais eram mantidos em jejum de 12 h, até o dia 217 de tratamento. No dia apos
o final do experimento, os animais foram abatidos em planta frigorifica autorizada pelo
Servico de Inspecéo Federal (SIF) na cidade Pirapozinho/SP.

4.4.2 Acabamento de carcaca

No frigorifico, foi realizada a andlise visual da carcaca para avaliar seu
acabamento, seguindo a classificacdo padronizada pela Associagéo dos Criadores de
Nelore do Brasil (ACNB), sdo consideradas a porcentagem de tecido adiposo na
superficie da carcacga, assim como a sua profundidade definida em milimetros. As
carcacas foram entéo classificadas em: A (Ausente), E (Escasso), M (Mediano), U

(Uniforme) e EX (Excessivo)

Animal 3 - GC Animal 9 - GT
| :

Figura 6. Analise visual da carcaca na linha de abate do frigorifico; Animal 3 do GC

com acabamento Escasso; e Animal 9 do GT com acabamento de carcaga Uniforme.
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3.4.Analise dos resultados

A andlise estatistica foi feita através do software SAS® (SAS Institute, Cary,
NC, USA). Para andlise da area das criptas, foi transformado o resultado para o
modelo de log e exclusdo de medidas que eram “outliers”, aumentando o valor do
teste de Shapiro Wilk. Na medida de perimetro, apenas a transformacéao para log levou
ao teste de normalidade, ndo havendo “outliers”. Todas as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Area das criptas

O grupo GT, apresentou aumento na area das criptas tanto no jejuno quanto
no ileo.

A média de area das criptas do jejuno no grupo GT foi de 4.210 um? enquanto
gue no grupo GC foi de 3.622 um?, indicando entre os grupos diferenca estatistica
(P=0,038).

Em relacéo ao ileo, as medidas de area média no grupo GT foi de 3.928 um? e
no grupo GC 3.458 um? havendo entre os grupos diferenca estatistica (P=0,0446)
(TABELA 1). Quando comparada as areas dos segmentos jejuno e ileo dentro do seu
respectivo grupo GT (P=0,2355) e grupo GC (P=0,2823), estatisticamente ndo houve

diferenca.

Tabela 1. Média das medidas de area por segmento intestinal

GT (um?) GC (um?) P
Jejuno 4.210 3.622 P=0,038
ileo 3.928 3.458 P=0,0446
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Quando comparadas as meédias das areas das criptas do jejuno e ileo os entre
os grupos GT e GC, ambas mostraram diferenca estatistica (P=0,008) (TABELA 2).
O grupo GT apresentou uma média de 4.070 um? e o grupo GC de 3.540 um?2.

Tabela 2. Médias de 15 leituras das areas das criptas do jejuno e ileo

Animal GT (um2) GC (pm2) P
n=15 n=15

1 5500 4017 -
2 3831 3200 -
3 4700 3044 -
4 4427 3443 -
5 4088 3845 -
6 3642 3247 -
7 4183 3762 -
8 3665 3592 -
9 3650 3151 -
10 4120 4119 -
11 4328 4083 -
12 3405 3450 -
13 3774 3287 -
14 3663 3329 -

Média 4070 3541 P =0,0075

Perimetro das criptas

Em relacdo ao perimetro das criptas de Lieberkuhn houve aumento no tamanho
em ambos 0s segmentos quando comparado o grupo GT com o grupo GC.

No grupo GT, o jejuno teve uma média de perimetro de 241um enquanto que
0 grupo GC a média do perimetro foi de 220 um havendo entre os grupos diferenca
estatistica (P=0,0018).

Na medida do perimetro do ileo, o grupo GT apresentou um perimetro médio
de 232 um enquanto que o grupo GC, a média do perimetro foi de 215um havendo

entre os grupos diferenca estatistica (P=0,0092) (Tabela 3).

Tabela 3. Médias dos perimetros dos segmentos jejuno e ileo

GT (um) GC (um) P
Jejuno 241 220 P=0,0018
lleo 232 215 P=0,0092
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Quando comparado o perimetro dos segmentos jejuno e ileo do grupo GC
(P=0,2006), ndo houve diferenca estatistica mas entre os segmentos do grupo GT
(P=0,0195) essa diferenca foi positiva.

Houve também diferenca estatistica (P=0,0013) quando comparada as médias
de perimetro de ambos os segmentos entre os grupos GT e GC. O grupo GC

apresentou uma média de 237 um e o grupo GT de 217 um? (Tabela 4)

Tabela 4. Médias de perimetro de ambos segmentos por grupo

GT (um) GC (um) P
1 283 231 -
2 231 210 -
3 256 204 -
4 251 216 -
5 235 227 -
6 223 209 -
7 238 224 -
8 224 218 -
9 224 205 -
10 239 232 -
11 241 232 -
12 217 213 -
13 228 210 -
14 224 211 -

Média 237 217 P =0,0013

Infiltrado celular x levedura

Na analise histopatoldgica do intestino delgado dos animais do GT e do
GC, na lamina prépria havia infiltrado inflamatério caracterizado por linfécitos,
plasmécitos, macrofagos em quantidade discreta a moderada e eosinofilos em
guantidade moderada a acentuada, distribuidos de forma difusa. Ndo foram
observadas estruturas compativeis com parasitas nos cortes histologicos. A presenca
de infiltrado eosindfilico em quantidade moderada a acentuada sugere provavel

parasitismo intestinal mesmo apoés a administracdo de vermifugo. (FIGURA 7)
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Figura 7. Fotomicrografia do jejuno. Lamina propria com infiltrado eosindfilico

moderado (seta). HE, 40x.

Tabela 5. Intensidade do infiltrado, de acordo com a regido do intestino estudada e os

grupos avaliados.

) Infiltrado
Intestino Grupo - Total p*
Discreto Moderado Acentuado

) GT 0 12 1 13
Jejuno 0,7389

GC 0 13 0 13

. GT 0 12 2 14
lleo 0,7709

GC 0 12 1 13

*Teste de Mann Whitney

No intestino delgado parasitado, geralmente ocorre um aumento na atividade
celular das criptas de Lieberkuhn para repor o e epitélio intestinal danificado. Os
achados histopatolégicos sugerem a presenca de parasitas no intestino dos animais

sendo estes achados indicativos de que a acdo do vermifugo possa ter cessado
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devido a longa duracdo do experimento, referente ao intervalo de sua aplicacao até o
periodo de abate.

Pequeno (2019), em seu artigo relata que a utilizacdo de parede celular de
levedura em aves ndo demonstrou aumento na profundidade das criptas de intestino
delgado, o autor relata que esse fato se deve a um equilibrio maior da flora intestinal
devido a acdo dos componentes da parede celular de levedura como MOS e as Beta-
Glucanas. Esse achado de acordo com o autor indica uma flora intestinal com menos
acao de patogenos, levando a uma maior integridade da parede intestinal, ndo
havendo a necessidade de uma taxa de reposicdo celular intensa, resultando em
tamanhos de cripta estatisticamente ndo alterados. Nos animais do GT e GC a
integridade da mucosa intestinal estava alterada, havendo assim a necessidade de
um aumento na taxa de reposicao celular, refletindo em areas e perimetros das criptas

aumentados.

Ganho de peso

O grupo GT apresentou maior ganho de peso, onde a média de ganho de peso
diario até o dia do abate dos animais foi de 625g/animal/dia. O grupo GC, teve uma
média de ganho de peso diario de 596g/animal/dia. O grupo GT teve um aumento de
ganho de peso médio de 5% em relacdo ao grupo GC, porém estatisticamente nao
houve diferenca entre os grupos P=0,7025. Quando calculamos a ingestéo total da
parede celular de levedura durante o periodo de tratamento, temos um acréscimo no
custo por animal de R$7,09. Os animais do GT no momento da venda, em fungéo do
maior ganho de peso, obtiveram uma margem de lucro de R$59,36/animal acima do
valor obtido nos animais do GC. Para cada R$1,00 investido no aditivo ha um retorno
de R$8,00 em relacdo ao desempenho dos animais, evidenciando assim a Otima

relacdo custo/beneficio no uso da levedura.
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Grafico 1. Médias de peso dos grupos em relacdo aos dias de pesagem e erro

padrao da média

Area e perimetro x ganho de peso

A diferenca de tamanho de area e perimetro das criptas em ambos 0s grupos
de animais sugere uma maior atividade celular das criptas de Lieberkuhn, porém a
utilizacdo de parede celular de levedura levou a uma taxa metabdlica maior dessas
células, sugerindo que a integridade intestinal dos animais do grupo tratamento foi
maior devido a esse aumento das criptas, levando a uma melhor eficiéncia alimentar.

Nos animais do grupo GT, houve a manutencao da média de reposicao celular
intestinal, sugerida pelo aumento da area e perimetro das criptas, levando a
manutencdo e aumento do ganho de peso em relacdo ao grupo GC, como sugerido
por Montanholi et al. (2013) que sugere 0 ganho de peso pode estar relacionado com
0 aumento do tamanho das criptas.

Outro fator que desempenhou papel fundamental no aumento de desempenho
dos animais do grupo GT, esté relacionado também a acdo do MOS na microbiota
intestinal. O intestino com uma possivel infestacdo parasitaria se torna mais
susceptivel a patdgenos presentes na microbiota intestinal. Diaz e Branco, (2019); e
Costa, (2004) descrevem uma acdo direta do MOS nas bactérias que possuem

fimbrias tipo 1 como Pseudomonas spp, S. aureus, Salmonela spp e E. coli,



20

inativando-as e controlando sua populagéo no intestino. Essa acao diminui a chance
de as bactérias causarem qualquer tipo de dano a mucosa intestinal. O animal requer
um gasto energético menor para repor as células da mucosa intestinal,
redirecionamento dessa energia para uma melhor conversdo alimentar e
consequentemente ganho de peso. As bactérias no intestino também competem pelo
alimento ingerido pelo animal, portanto o controle de sua populacdo através da
inativagao e excregao via fezes, diminui a perda de nutrientes pela flora intestinal,
aumentando a absorcdo dos mesmos. No trabalho de Magalhdes et al. (2008),
bezerros recém-nascidos ingeriram colostro contaminado com a presenca de
Salmonela spp, a suplementag&o com parede celular de levedura levou a um controle
melhor dos casos de diarreia nos bezerros, diminuindo a sua intensidade e o periodo
gue os animais apresentavam o sintoma clinico. Nao sé controlou os casos de diarreia,
como os sintomas febris nos animais. Line et al. (1998), demonstrou em seu trabalho
gue a suplementacéo de frangos de corte com a parede celular da levedura diminuiu
a frequéncia de Salmonela spp nas fezes dos animais tratados, esse achado se deve
a aglutinacdo da parede da levedura com a bactéria. Esse mecanismo protetor do
epitélio intestinal pela acdo da levedura em relacdo a microbiota intestinal, contribuiu
para um maior ganho de peso nos animais do grupo GT.

Apesar da parede celular de levedura ter um efeito sobre a populagdo de
patégenos do intestino, ainda assim pode haver acdo destes patdgenos sobre a
parede intestinal. O sistema imunoldgico local tem papel fundamental para a
prevencédo de infeccbes e inflamacao por toda a parede intestinal. A acdo das beta-
glucanas sobre o sistema imunoldgico tera efeito direto no controle destas bactérias,
como demonstrou Magalhées et al. (2008) em seu teste de bancada onde havia a
presenca de cultura de levedura os neutrofilos apresentavam uma atividade celular
maior, eliminando assim mais bactérias (E. coli). A pesquisa de Shen et al. (2009)
também obteve resultados em seu experimento avaliando a resposta imunoldgica
intestinal local, onde as B-glucanas estimularam uma resposta Th-1 (producdo da
citocina IFN-y). A resposta Th-1 através da producdo de IFN-y ativa macrofagos,
células NK, inibe a replicacao viral e estimula MHC classe | E Il (células T CD4* E
CD8") (ROITT et al. 2013). Portanto com uma atividade celular maior do sistema
imunoldgico, o dano causado pelas bactérias patogénicas do intestino seria reduzido,

contribuindo com sua integridade e melhorando a eficiéncia alimentar.
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Word et al. (2018), testou a suplementacédo de levedura na dieta de novilhas
desafiadas com o virus da IBR — Rinotragueite Infecciosa Bovina. Em seus resultados,
0 grupo de animais que recebiam a suplementacdo apresentaram estatisticamente
menos casos graves de lesbes na mucosa nasal dos animais. Houve também
diferenca nos niveis séricos de glicose entre os tratamentos, onde o grupo controle
apresentou niveis mais elevados em relagdo aos animais suplementados. De acordo
com o autor, a resposta aguda a uma infecgcdo aumenta os niveis séricos de glicose,
onde ha uma maior oferta para utilizacdo pelo sistema imunolégico, pois 0 grupo
controle nao foi tdo eficiente em controlar a infeccdo em relacdo aos animais do grupo
tratamento. Esse dado nos remete que possivelmente o incremento na atividade
celular do sistema imunoldgico através das beta-glucanas pode ter um efeito sistémico
e nao apenas local, onde teria efeitos positivos também em respostas inflamatérias
fora do intestino que possam vir a diminuir o desempenho dos animais, ou seja, outro
ponto que pode ter afetado 0 maior ganho de peso € a imunidade sistémica mais ativa,
controlando qualquer tipo de inflamacao que venha a aumentar o gasto energético do
animal, sobrando assim mais energia direcionada ao ganho de peso

Na andlise morfométrica do intestino delgado dos animais, 0 aumento nas
medidas de area e perimetro das criptas de Lieberkuhn sugerem uma maior reposicao
celular intestinal e consequentemente uma melhor converséo alimentar e ganho de
peso (MONTANHOLI et al, 2013).

Os animais do grupo GT apresentaram criptas intestinais com maior area e
perimetro em relacéo ao grupo GC. Esses valores se mostram superiores ao relatado
por Montanholi et al. (2013) em seu trabalho avaliando tamanho e perimetro de criptas
em animais com mesma dieta, onde bovinos com maior ganho de peso apresentaram
as criptas do ileo com area média de 2.978 pm? e perimetro de 203 pm, enquanto que
0s animais com menor ganho de peso tiveram area média de 2.857 um? e perimetro
de 195 pum,

Os animais do grupo GT apresentaram aumento na area e no perimetro das
criptas de ambos os segmentos do intestino delgado, apresentando assim criptas
maiores, sugerindo que a taxa metabdlica celular nestes animais foi mais elevada,
resultando em uma maior eficiéncia na absorcdo de nutrientes no intestino. Esse
achado condiz com o maior ganho de peso dos animais que foram suplementados,

em relacdo aos animais do grupo GC, apesar de ndo haver diferenca estatistica
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significante. Varios estudos apontam que o aumento da atividade celular das criptas
ndo s6 melhora a integridade da parede intestinal mas leva ao aumento dos tamanhos
das vilosidades intestinais, reflexo da maior atividade das criptas. Fato esse que
desencadeia uma maior superficie de absorcéo de alimento, tornando 0s animais mais
eficientes nos indices zootécnicos (Bontempo et al. (2006); Pequeno (2019), Al-
baadani et al. (2016), Abudabos, Al-batshan e Murshed (2015). Este resultado vem ao
encontro com os achados por Shen et al. (2009), que obteve em leitbes jovens um
maior ganho de peso até a desmama onde o autor correlacionou esse desempenho a
um aumento na profundidade das criptas do segmento jejuno em animais tratados
com levedura.

Bontempo et al. (2006), em seu estudo demonstrou que leitdes que receberam
a parede da levedura esta diretamente correlacionada com um aumento da altura de
vilosidades e profundidade das criptas de intestino delgado, como também
encontramos em nossa pesquisa 0 aumento de tamanho das criptas, sugerindo que
esse aumento leva a uma maior atividade de suas células, melhorando a integridade
do intestino e aumentando o tamanho de suas vilosidades. Quanto maior a area de

absorcéo de alimento, melhor vai ser o ganho de peso.

Acabamento de carcaca

Em relagcédo ao acabamento de carcaca dos animais, o grupo GT, apresentou a
seguinte classificacdo por animal, 1 animal com acabamento Ausente, 5 animais
Escasso, 6 animais Medianos e 2 animais Uniforme. O grupo GC, apresentou 4
animais com acabamento Escasso, 9 Mediano e 1 Uniforme (Tabela 6), ndo havendo

diferenca estatistica entre os grupos P=0,6459.

Tabela 6. Acabamento de carcaca dos animais, de acordo com 0S grupos
avaliados.

Acabamento de Carcaca
Grupo Total p*
Ausente Escasso Mediano Uniforme

GT 1 5 6 2 14
0,6459
GC 0 4 9 1 14
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6. CONCLUSAO
A suplementagao com parede celular de levedura levou ao aumento tanto na
area como no perimetro das criptas de Lieberkuhn, e consequentemente a um
maior ganho de peso do animais, mostrando assim uma oO6tima relacéo
custo/beneficio no uso da parede celular de levedura. Estudos ainda sao
necessarios para avaliar melhor a dindmica intestinal com a utilizacdo de MOS e

Beta Glucanas em animais suplementados a pasto.
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8. APENDICES

1.

Tabela 1. Composigdo de suplemento mineral
proteico Consumo 0,1% do Peso Vivo

Calcio (Max.) 45 g/kg
Calcio (Min.) 40 a/kg
Fosforo (Min.) 18 a/kg
Sédio (Min.) 95 g/kg
Enxofre (Min.) 5 a/kg
Magnésio (Min.) 5.000 mg/kg
Cobalto (Min.) 30 mg/kg
Cobre (Min.) 350 mg/kg
lodo (Min.) 12 mg/kg
Manganés (Min.) 260 mg/kg
Selénio (Min.) 6 mg/kg
Zinco (Min.) 1.000 mg/kg
Fltor (Max.) 180 mg/kg
Proteina Bruta (Min.) 200 a/kg
NNP - Eq. Proteico (Max.) 70 a/kg
N.D.T. Estimado (Min.) 450 a/kg
MOS (Min.) 3.000 mg/kg
Beta Glucanas (Min.) 5.250 mg/kg




Tabela 2. Composicdo de suplemento mineral

proteico Consumo 0,3% do Peso Vivo

Célcio (Max.) 30 a/kg
Célcio (Min.) 20 g/kg
Fosforo (Min.) 6 a/kg
Sédio (Min.) 9 a/kg
Enxofre (Min.) 16 g/kg
Magnésio (Min.) 1.400 mg/kg
Cobalto (Min.) 14 mg/kg
Cobre (Min.) 100 mg/kg
lodo (Min.) 12 mg/kg
Manganés (Min.) 100 mg/kg
Selénio (Min.) 2 mg/kg
Zinco (Min.) 450 mg/kg
Fldor (Max.) 60 mg/kg
Proteina Bruta (Min.) 200 g/kg
N.D.T. Estimado (Min.) 740 a/kg
MOS (Min.) 4.000 mg/kg
Beta Glucanas (Min.) 7.000 mg/kg




