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RESUMO

Em regides com escassez de forragens de boa qualidade na maior parte do ano, a
suplementagdo com fungos poderia contribuir para a modulacdo ruminal, promovendo maior
producao de enzimas fibroliticas. O objetivo neste estudo € analisar os efeitos da suplementagéo
com fungos ruminais sobre a microbiota do trato digestorio, os parametros sanguineos e o
desempenho de bezerros Nelore. O experimento foi conduzido em blocos casualizados,
avaliando oito bezerros Nelore suplementados diariamente com um isolado de Aspergillus
terreus e um isolado de Trichoderma longibrachiatum e oito bezerros que ndo receberam esses
fungos. Apos 55 dias de experimentagdo os animais foram pesados e coletou-se amostras do
fluido ruminal, fezes e sangue para as analises. As caracteristicas que apresentaram distribuicdo
normal foram submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey, enquanto as
variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram submetidas ao teste de Kruskall-
Wallis. Observou-se que a suplementac¢édo com os dois fungos promoveu reducao do pH ruminal,
na concentracéo média de eritrocitos e de hemoglobina (P<0,05). O peso vivo final, o ganho de
peso médio diério, o ganho de peso total, PRAM, e a contagem de Enterobacteriaceae, fungos
micelianos e leveduriformes do fluido ruminal e das fezes, total de os protozodrios ruminais e
demais parametros sanguineos e bioquimicos nao foram influenciados pela suplementacao
(P>0,05). Observou-se que o0 género de protozoarios Eodinium spp. foi identificado apenas nos
animais que receberam a suplementacdo (P<0,05). Conclui-se com esta pesquisa que a
suplementacdo que com os fungos anaerobios avaliados apresentam potencial para uso como
aditivos, promovendo o aumento de ciliados do género Eodinium no fluido ruminal. Contudo,
novo estudos devem ser realizados para definir melhor as dosagens e periodo de utilizagdo

desses fungos na suplementacéo de bezerros.

Palavras-chaves: microbiota ruminal, desmame, Enterobacteriaceae, protozoarios do rumen,

semiarido.




ABSTRACT

In regions with a shortage of good quality fodder for most of the year, supplementation with fungi
could contribute to rumen modulation, promoting greater production of fibrolytic enzymes. The
aim of this study is to analyze the effects of supplementation with ruminal fungi on the digestive
tract microbiota, blood parameters and performance of Nellore calves. The experiment was
conducted in randomized blocks, evaluating eight Nellore calves supplemented daily with an
isolate of Aspergillus terreus and an isolate of Trichoderma longibrachiatum and eight calves that
did not receive these fungi. After 55 days of experimentation, the animals were weighed and
samples of ruminal fluid, feces and blood were collected for analysis. The characteristics that
showed normal distribution were subjected to analysis of variance and compared by the Tukey
test, while the variables that did not show normal distribution were subjected to the Kruskall-Wallis
test. It was observed that supplementation with the two fungi promoted a reduction in ruminal pH,
in the average concentration of erythrocytes and hemoglobin (P<0.05). The final live weight, the
average daily weight gain, the total weight gain, PRAM, and the count of Enterobacteriaceae,
mycelial fungi and yeasts of ruminal fluid and feces, total of rumen protozoa and other blood and
biochemical parameters were not considered. influenced by supplementation (P>0.05). It was
observed that the genus of protozoa Eodinium spp. was identified only in animals that received
supplementation (P<0.05). It is concluded with this research that the supplementation that with
the evaluated anaerobic fungi presents potential for use as additives, promoting the increase of
Eodinium ciliate in the ruminal fluid. However, new studies should be carried out to better define

the dosages and period of use of these fungi in supplementing calves.

Keywords: ruminal microbiota, weaning, Enterobacteriaceae, rumen protozoa, semiarid.
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1. INTRODUCAO

Com avanco da nutricdo de ruminantes, novas estratégias para a manipulacdo da
fermentacao ruminal vem sendo estudada para que os efeitos benéficos sejam aprimorados e os
danosos minimizados ou até mesmo excluidos, visto que a resposta do animal a um alimento
depende das interacdes entre os componentes da dieta, intervalo entre as alimentacdes, do valor
nutritivo e principalmente interacdes entre os microrganismos ruminais na digestibilidade e na
fermentacdo (VAN SOEST, 1994; STIVARI et al, 2014). Dentre essas estratégias, a
suplementagdo com probidticos ou aditivos microbianos trazem perspectivas promissoras para
apoiar a potencial incorporacdo de microrganismos nas praticas de producdo animal
(SCHOFIELD et al., 2018; ALAWNEH et al., 2020).

Neste contexto, os fungos anaerébios do rimen assumem papel relevante para serem
usados como aditivo microbiano na suplementagdo de ruminantes, devido a sua importancia na
degradacdo dessas forragens, pois produzem enzimas com atividade fibroliticas capazes de
aumentar a disponibilidade energética e de proteinas, favorecendo o crescimento da microbiota
ruminal e proporcionando melhorias na degradabilidade das fibras, nos indices zootécnicos e
nos parametros ruminais (PAUL et al., 2012; GRUNINGER et al., 2014; STIVARI et al., 2014).

O papel dos fungos no ambiente ruminal consiste em desestabilizar a estrutura da parede
celular de forragens, solubilizam a fibra lignificada e aumentando a superficie de acesso para a
acdo das bactérias ruminais. Utilizam uma ampla variedade de carboidratos sollveis como fonte
de energia e quase todos os polissacarideos das plantas, por produzirem uma variedade de
enzimas, com a atividades celuloliticas, hemoceluliticas, xilanoliticas e amiloliticas que
solubilizam as fibras vegetais, melhorando a digestdo de forragens, visto que podem
preferencialmente atingir diferentes componentes de carboidratos na parede celular da planta,
por isso estdo associados a dietas a base de forragem, e sua abundancia diminui rapidamente
com a adi¢do de concentrado a dieta (GRUNINGER et al., 2014; GRUNINGER et al., 2018;
GRUNINGER et al., 2019).

Os fungos anaerébios facultativos podem estar presentes no ambiente ruminal em
proporgdes aproximadas de 1 x 10* Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL em animais
criados sobre pastagem tropical no periodo de seca (FREITAS et al., 2012; ABRAO et al., 2014).
Esses fungos podem apresentar producao superior de celulases, importantes para solubilizagdo
de fibras de forragens tropicais (ALMEIDA et al., 2014; ABRAO et al., 2017). Estudos
demonstram que isolados de Aspergillus spp. do ambiente ruminal apresentam alto nivel
producdo de enzimas que solubilizam as paredes celulares lignificadas e néo s&o produtores de
micotoxinas (ABRAO et al., 2017; ABRAO et al., 2018).

Abrado et al. (2014), contataram que em bovinos de corte alimentados com pastagens
tropicais lignificadas albergam em maiores concentracdes os géneros Aspergillus e Trichoderma,
fungos que apresentam potencial para suplementacdo animal e para fins biotecnolégicos
(FACCHINI et al., 2011; GOMES et al., 2014). Ao se adicionar enzimas de Trichoderma reesei a
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dietas de bezerros, foi observado aumento na digestibilidade da matéria seca e da proteina bruta,
promovendo aumento no ganho de peso diario (NAWAZ et al., 2016).

Fungos exdégenos como Aspergillus oryzae e seus extratos tém sido usados como
suplementos em dietas de ruminantes, melhorando a produtividade desses animais, visto que
exercem a fermentacgdo ruminal e populacdes microbianas entre diferentes fontes de volumosos,
sendo observado aumento na producao de proteina microbiana, de &cido graxo de cadeia curta
(AGCC) e propionato. (SUN et al., 2014; SUN et al., 2017).

Tripathi et al. (2007) e Alzahal et al. (2014), consideram que a adi¢do de fungos e/ou
enzimas flngicas na dieta de ruminantes, pode melhorar a microbiota, estabilizar o pH ruminal,
e promover a degradacdo microbiana da parede celular das plantas.

Contudo, a maior parte dos estudos com o uso de probiéticos ou aditivos microbianos em
animais tem sido demonstrado a utilizagdo de cepas comerciais de Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei adicionadas a dieta de ruminantes (DIAS et al., 2018).
Sendo assim em regides com escassez de forragens de boa qualidade na maior parte do ano,
a suplementacdo com fungos provenientes do trato digestério dos ruminantes adaptados as
condicdes tropicais poderia ser importante na suplementacgdo, contribuindo para a modulacéo
ruminal promovendo maior producdo de enzimas fibroliticas e reduzindo populacdes de

bactérias patogénicas, melhorando as varidveis sanguineas e o desempenho dos animais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Caracterizar a microbiota do trato digestorio, parametros sanguineos e desempenho de

bezerros Nelore suplementados com fungos anaerdbicos facultativos isolados do ramen.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o ganho de peso total, ganho de médio diario e peso vivo final em funcdo da
suplementagdo com fungos anaerdbicos facultativos de rimen.

Analisar as caracteristicas macroscopicas e fisico-quimicas como cor, odor, viscosidade,
pH, sedimentacdo e tempo reducéo do azul de metileno (PRAM) do liquido ruminal dos
bezerros suplementagdo com fungos anaerdbicos facultativos do rimen.

Caracterizar a populacdo de protozoarios, fungos anaerdbios facultativos e
Enterobacteriaceae do ramen em func¢é@o da suplementagdo com fungos anaerdbicos
facultativos do rimen.

Caracterizar a populacdo de fungos anaerébios facultativos e Enterobacteriaceae do
rimen das fezes da suplementagcdo com fungos anaerébicos facultativos do rimen.
Caracterizar os componentes sanguineos e bioquimicos séricos em bezerros Nelore

suplementagdo com fungos anaerdbicos facultativos do rimen.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ambiente ruminal

O ecossistema ruminal € complexo e tem como finalidade principal a fermentag¢édo do
alimento consumido pelo animal. Esse processo acontece por intervencdo dos microrganismos
presentes, que transformam o alimento ingerido pelo animal em AGCC e proteinas microbianas
principalmente (WEIMER et al., 2009).

O rimen possui um ambiente anaerdbio estrito com temperaturas de 38 a 42°C, pH entre
6 e 7 e umidade na faixa de 80-90%. Esse compartimento é capaz de atuar como uma camara
fermentativa, favorecendo o crescimento de uma grande populacdo de microrganismos
(OLIVEIRA et al., 2007; LANA, 2005). E composto de particulas, agregados de alimentos e
microrganismos anaerobios que vivem de forma interativa (FONSECA; DIAS-DA-SILVA, 2001).

O microbioma é composto por bactérias (10°.mL™), protozoarios ciliados (10%.mL™),
fungos anaerdbicos estritos (108.mL1), fungos anaerdbios facultativos (10%.mL™1), enterobactérias
(108.mL"1), micoplasmas (interdeminado) e bacteriéfagos (108.mL™?). Essa complexa comunidade
de microrganismos, estabelece diversas interacdes importantes para o equilibrio ruminal, como
a atividade fermentativa e inibicAo do crescimento de microrganismos contaminantes e
patogénicos. As interagdes microbianas e com o hospedeiro séo responsaveis pela bioconverséo
dos alimentos em substancias utilizadas pelo animal (KAMRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2007;
KOZLOSKI, 2011), como o AGCC e as proteinas microbianas (HENDERSON et al., 2015).

A composicdo do ecossistema microbiano ruminal é influenciada pela dieta e sua
frequéncia de distribuicdo, idade, condigcBes do animal hospedeiro e bem como as interacdes
microbianas (WELKIE et al., 2010; JAMI et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Estima-se que o rimen dos bezerros recém-nascidos possua cerca de 29% do volume
total dos compartimentos do estdmago, entretanto os animais adultos essa proporgéo é de 55%
(LI et al., 2012). A colonizacdo e estabelecimento do processo fermentativo ruminal so

essenciais para o desenvolvimento do rimen em bezerros (LOPES, 2014).

3.2 Bactérias anaerdbicas do riimen

As bactérias equivalem a cerca de 60 a 90% da biomassa microbiana com
aproximadamente 200 espécies distintas e sdo indispenséaveis para a saude dos ruminantes
(WELKIE et al.,, 2010; KOZLOSKI, 2017). Esses microrganismos produzem vitaminas do
complexo B, importantes para garantir crescimento bacteriano, enzimas para a degradacéo das
fibras (SCOTT; DEHORITY, 1965) e também podem degradar compostos toxicos para o animal
(ALLISON et al., 1990). Por possuirem a capacidade de degradacéo e fermentacdo de proteinas,
peptideos, amidos, celulases e hemiceluloses (WEIMER, 2015), os géneros bacterianos sdo

descritos em seis grupos funcionais (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas das bactérias do rimen.

Grupo Funcional

Caracteristicas

Exemplos

Autores

Celuloliticas

Proteoliticas

Amiloliticas

Lipolitcas

Pectinoliticas

Lacticas

Degradam a celulose e hemicelulose da parede das células vegetais.
Possuem enzimas capazes de quebrar as ligagbes p1-4, entre os
aclcares que constituem a celulose (hexoses) e hemicelulose
(pentoses).

Degradam as proteinas utilizando a enzima protealise e produzem
acidos graxos. Séo influenciadas pela disponibilidade de nitrogénio livre
para sintetizar seus aminoacidos.

Degradam amido utilizando a enzima amilase e liberam &cidos graxos
de cadeia curta e &cidos laticos, reduzindo o pH ruminal, que, em

principio, é ideal para essas espécies.

Hidrolisam os lipidios, como o acilglicerois em acidos graxos livres e o
glicerol em &cido propibnico.

Fermentam a pectina, mesmo essa sendo de natureza estrutural, sua
fermentacdo é semelhante aos carboidratos nao estruturais.
Fermentam os &cidos laticos, diminuindo a acidificagdo ruminal.
Competem com patdgenos intestinais e produzem peroxido de
hidrogénio que inibem os efeitos das bactérias metanogénicas

ruminais.

Ruminobacter spp.;
Ruminococcus albus;

Ruminococcus flavefaciens;

Bacteroides ruminicola;

Peptostreptococci spp.

Bacteroides amylophilus;

Clostridium aminophilum;

Anaerovibrio lipolytica
Butyrivibrio fibrisolvens.

Succinivibrio dextrinosolvens

Megasphaera elsdenii;
Selenomas ruminatium,

Lactobacillus sp.

REECE, 2015
KOZLOSKI, 2017

KOZLOSKI, 2017
SILVA et al., 2017

TORRES et al.,
2015
WLODARSKI et
al., 2017

BURIN,
2016
KOZLOSKI,
2017
SORIANO et al.,
2014
KHOTA et al.,
2016
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Tabela 1. Continuagéo.

Grupo Funcional

Caracteristicas

Exemplos

Autores

Ureoliticas

Metanogénicas

Encontra-se aderidas no epitélio ruminal e hidrolisam a ureia através
da enzima urease e liberam aménia no rimen. Essa aménia vai até o
figado pela veia porta, onde é convertida em ureia novamente, parte
ureia volta ao ramen, e outra parte vai para a saliva, e o excedente é
excretado pela urina.

Produzido no rumen pela da atividade da populacdo de archaeas
metanogénicas que convertem hidrogénio e gas carbénico (Hz2 e CO»)
produzido pela complexa comunidade de ciliados, bactérias e fungos

anaeroébicos a metano.

Enteroccus faecium;

Methanobrevibacter
gottschalkii;
Methanobrevibacter

ruminantium.

COSTA,
2015
KOZLOSKI,
2017

HENDERSON et
al., 2015
OZBAYRAM et
al., 2018

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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3.3 Enterobacteriaceae em ruminantes

Enterobacteriaceae € uma familia de bactérias Gram-negativas que apresenta diversos
nameros de géneros e espécies descritas. Os géneros mais frequentemente isolados sao
Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Morganella spp.,
Providencia spp., Shigella spp. e Salmonella spp. (KONEMAN et al., 2001).

As espécies dessa familia podem ser encontradas no ecossistema ruminal, sendo
influenciadas principalmente pela dieta dos animais (DOWD et al., 2008, FREITAS et al., 2014).
Estudos relatam também a ocorréncia de enterobactérias no ambiente ruminal. Embora
residentes naturais do trato intestinal, essas bactérias que podem causar infecc¢des no intestino
sdo denominadas de enteropatogénicas, sao elas Escherichia coli, Shigella spp. e Salmonella
spp. (KONEMAN et al., 2001; TRABULSI; CAMPOS, 2002).

Entretanto, algumas cepas dessa familia podem promover a diminuigcdo de oxigénio
ruminal (RUIZ-LACAZ, 1992), degradar de compostos toxicos (AUNG et al., 2006) e ainda podem
apresentar um promissor potencial biotecnoldgico (LIN et al., 2010).

Em estudo realizado no Norte de Minas Gerais, foram observados grupos das
Enterobacteriaceae no rimen de bovinos leiteiros alimentados com forragens tropicais nas
concentragdes médias de 8,4 x 10% e 1,4 x 10° UFC/mL, para novilhas e vacas, respectivamente
(FREITAS et al., 2014). Contudo, as concentracdes dessas bactérias ndo diferiram no ambiente
ruminal de vacas, novilhos e bezerros zebuinos de corte alimentados com pastagem tropical
lignificada (VIEIRA et al., 2014).

Vieira et al. (2014) ao avaliarem bezerros Nelore mais jovens, alimentados com pastagem
tropical, constatou que o género Klebsiella spp. foi o mais isolado. Sabe-se que o tipo e
frequéncia da dieta exercem influéncia no pH ruminal, que consequentemente interfere no
crescimento microbiano dessas bactérias (CALLAWAY et al., 2009; HAN et al., 2016). Dietas
ricas em grdos promovem diminuicdo do pH ruminal e aumentam a populacdo de Escherichia
coli mais patogénicas (KHAFIPOUR et al., 2011).

Ao analisarem a concentracdo de Enterobacetereae nas fezes de bezerros da raca
Holandesa com dois meses de idade criados em aleitamento artificial, Virginio Janior et al. (2016)
detectaram uma média de 5,2 x 10%*° UFC/g e o género Proteus spp. mais isolado. Para Acres
(1985) a presenca de Enterobacetereae, principalmente Escherichia coli, sdo detectados no
intestino de bezerros entre oito a 10 horas ap6s o nascimento, por contaminagdo do meio
ambiente fezes. DUSE et al. (2015), considera que deve ser melhor elucidado em futuros estudos
a como essas bactérias fazem a sua colonizagdo em bovinos, visto que sdo capazes de causar

diarreia e mastite em bovinos, promovendo perdas econdmicas na pecudria (DUSE et al., 2015).

3.4 Protozoarios do rimen

Os protozoarios ruminais sdo microrganismos unicelulares, ndo patogénicos, que

representam cerca de 2% do peso do conteido ruminal. Entretanto, sdo responsaveis por 40%
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do nitrogénio total e 60% do nitrogénio proveniente da fermentacdo. Apresentam variacdo de
tamanho, entre 20 a 200 uym, sendo, portanto, cerca de 10 a 100 vezes maiores que as bactérias
(KAMRA, 2005). Os protozoarios do rimen desempenham ainda um importante papel no
metabolismo dos nutrientes e no equilibrio ambiental do rimen (NEWBOLD et al., 2015).

A saliva é uma das principais vias de transmissao de protozodrios para bezerros. O contato
direto com animais faunados contribui para a migracéo desses eucariotos até o ramen, mas nas
primeiras semanas de vida, sdo encontrados em maior quantidade (74%) retidos no espago
reticulo-rimen (FOULKES; LENG, 1989). Nas primeiras seis semanas de vida do animal,
principalmente género detectado é o Entodinium spp. (Figura 1) (ARCURI et al., 2006). Esse
género de ciliados é capaz de despolimerizar amido, hemicelulose, pectina e os polissacarideos
da parede celular bacteriana e fungica, além de degradar proteinas e sdo comumente
encontrados no ambiente ruminal de bovinos em diversas faixas etarias (ABRAR et al., 2016;
WANG et al., 2019).

A populacao de protozodarios no rimen é constituida em maior quantidade pelos ciliados,
com uma média de 10° a 10° células/ml do contelido ruminal; e pelos flagelos, que estio
presentes em menor quantidade de acordo com as condi¢fes da dieta.

De acordo com as caracteristicas morfolégicas, os protozoarios ciliados presente no
rimen se dividem em dois grupos: os entodiniomorfos, predominante quando a dieta fornecida é
a base de forragem, visto que preferem se alimentar particulas insolGveis suspensas no fluido
ruminal; e os holotriquios, possuem melhor habilidade de ingestdo de grénulos de amido e
materiais sollveis, presentes em maior quantidade, quando a dieta é rica em gréos e farelos de
cereais (KOZLOSKI, 2017).

Figura 1- Entodinium spp. encontrado no liquido ruminal de bezerros Nelore
alimentados com feno Urochloa brizantha no Norte de Minas Gerais corados com
lugol (Objetiva de 40x).

Fonte: Foto do autor, 2020.
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Esses microrganismos tém sido classificados em cinco familias e 24 géneros diferentes
(Figura 2), sendo os géneros mais frequentes no ecossistema ruminal: Entodinium, Isotricha e
Dasytricha (HERDT, 2008, WRIGHT, 2015).

Figura 2 - Desenhos esquematicos de protozoarios ciliados encontrados em
ruminantes domésticos. Ordem Vestibuliferida: Géneros A: Isotricha (A’-
Isotricha prostoma; A”- Isotricha intestinalis), B: Dasytricha. Ordem
Entodiniomorphida: Géneros: C: Charonina; D: Entodinium; E: Diplodinium; F:
Eodinium; G: Eremoplastron; H: Ostracodinium; [I: Eudiplodinium; J:
Diploplastron; K: Metadinium; L: Enoploplastron; M: Polyplastron (M’: Lado
esquerdo; M”: Lado direito); N: Epidinium e O: Ophryoscolex.

e 7

Fonte: D’AGOSTO; CARNEIRO (1999).

Lynn (2008) classifica a ordem Vestibuliferida em cinco familias de protozoarios ciliados e
nos ruminantes essa é caracterizada pela familia Isotrichidae (Tabela 2).

J4 ordem Entodiniomorphida abrange trés subordens, sendo as duas primeiras,
Archistomatina e Blepharocorythina, caracterizadas pelas familias Buetschliidae e
Blepharocorythidae, que compreendem os géneros Buetschlia e Charonina (LYNN, 2008).

A caracterizagdo da terceira subordem Entodiniomorphina inclui a familia
Ophryoscolecidae. Os componentes desta familia s&o comumente encontrados em ruminantes,
sdo dotados por regides com ciliatura retratil e contém macrondcleo longo. Incluem-se os
géneros: Entodinium, Eodinium, Diplodinium, Diploplaston, Eremoplastron, Eudiplodinium,
Ostracodinium, Metadinium, Enoploplastron, Elytroplastron, Polyplastron, Epidinium e
Ophryoscolex (LYNN, 2008).
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Tabela 2. Géneros dos protozoarios do rimen e suas caracteristicas.

Géneros dos Protozoarios

Caracteristicas

Dasytricha

Isotricha

Buetschlia

Charonina

Entodinium

Diplodinium

Eodinium

Ordem Vestibuliferida
Apresenta caracteristicas morfolégicas como cilios, cobrindo o corpo em cinécias obliquas e também fissura do
vestibulo localizado na regido posterior do corpo, com comprimento de 60-100 um e 38-53 um de largura.
Apresenta corpo coberto por cilios dispostos em cinécias longitudinais e fissura do vestibulo situado em arranjos
distintos, dependendo da espécie.
Ordem Entodiniomorphida
Apresenta o corpo em formato oval com duas regides contendo cilios, na parte 20 anterior e posterior, sendo a anterior
composta por uma coroa ciliar. Possui um macronucleo eliptico com um vacuolo contrétil (regido posterior) e vacuolo
consolidado (regido posterior), o0 comprimento varia de 30-35 um e largura 20-30 pm.
Apresenta ciliatura restrita as regiées anterior e posterior do corpo, o vestibulo é bastante acentuado, o0 comprimento
pode variar entre 28-46 pm e a largura 9-15 pm.
Ordem Entodiniomorphina - Familia Ophryoscolecidae.
Apresenta uma Unica regido ciliar retratil, a qual envolve a fissura do vestibulo. O comprimento varia de 22-115 um e
a largura 14-90 pum.
Apresenta duas regides ciliares retrateis dispostas no mesmo plano corporal. Nao possuem placas esqueléticas e o
macronucleo apresenta-se com o ter¢co anterior inclinado a regido ventral. Os vacuolos séo contrateis, 0 comprimento
varia de 30-120 pm e a largura 20-80 pm.
Apresenta regibes ciliares retrateis estdo situadas em um mesmo plano corporal. Nao possuem placas esqueléticas
e 0 macronucleo apresenta-se em formato de bastao localizado na regido dorsal. Os vacuolos séo contrateis, o

comprimento varia de 40-70 um e largura 20-40 pum.
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Tabela 2. Continuacéo.

Géneros dos Protozoéarios

Caracteristicas

Eremoplastron

Eudiplodinium

Diploplastron

Polyplastron

Ostracodinium

Elytroplastron

Ordem Entodiniomorphina - Familia Ophryoscolecidae.
Apresenta regifes ciliares retrateis estédo situadas em um mesmo plano corporal. Possuem somente uma Unica
placa esquelética estreita e o0 macronucleo apresenta-se em formato de bastéo ligeiramente inclinado a regido
ventral. Os dois vacuolos sdo contrateis, 0 comprimento dos pertencentes a este género varia de 35-110 ym e a
largura 25-70 pm.
Apresentam regides ciliares retrateis estdo situadas em um mesmo plano corporal. Possuem uma Unica placa
esquelética alongada, sendo esta alargada na parte anterior situada préxima ao macron(cleo, este apresenta-se em
forma de gancho e os vacuolos sdo contrateis. As medidas de comprimento variam de 120-200 um e a largura 80-50
pm.
Apresenta as duas regides com presenca de cilios retrateis estdo situadas no mesmo plano corporal. As placas
esqueléticas sdo delgadas, sendo o macronlcleo em formato de bastdo. Os vaculolos sdo contrateis, com
comprimento de 90-128 um e largura de 65-87 um.
Apresenta duas regides ciliares retrateis, situadas no mesmo plano corporal. Possui cinco placas esqueléticas, duas
situadas na superficie esquerda e outras trés na superficie direita e cinco vacuolos contrateis. O comprimento varia
de 122-210 um e a largura 97-130 pm.
Apresenta duas regides ciliares situadas no mesmo plano corporal. Possui somente uma placa esquelética na
superficie esquerda. O macronulcleo apresenta-se lobado, os vacuolos sao contrateis que se diferenciam de acordo
com a espécie. O comprimento varia de 50-128 um e a largura de 36-70 pm.
Apresenta duas regifes ciliares situadas no mesmo plano corporal. Possui quatro placas esqueléticas, duas situadas
na superficie esquerda e outras duas na superficie direita e quatro vacuolos contrateis. O macrondcleo se apresenta

na forma de bastdo, o comprimento varia de 100-160 pum e a largura 76-100 pm.

22




Tabela 2. Continuacéo.

Géneros dos Protozoarios

Caracteristicas

Metadinium

Enoploplastron

Ophryoscolex

Epidinium

Ordem Entodiniomorphina - Familia Ophryoscolecidae.
Apresenta duas regides ciliares situadas no mesmo plano corporal. Possui duas placas esqueléticas largas unidas
ou ndo na regido posterior. Apresenta dois vacuolos séo contrateis. As medidas de comprimento variam de 110-210
pm e a largura 80-140 um.
Apresenta duas regifes ciliares situadas no mesmo plano corporal. Apresenta trés placas esqueléticas afastadas ou
parcialmente acopladas. O macronucleo se apresenta na forma de bastéo e dois vacuolos contrateis. O comprimento
varia de 80-110 pm e a largura de 60-78 pm.
Apresenta duas regides ciliares situadas em planos diferentes no corpo. Possui trés placas esqueléticas e uma coroa
de espinhos que se inicia na regido mediana até a area posterior do corpo. Exibe inmeros vacuolos contrateis, o
comprimento varia de 140-190 pm e a largura 80-110 pm.
Apresenta duas regifes ciliares retrateis situadas em planos diferentes no corpo. Apresenta trés placas esqueléticas
e podem apresentar espinhos na parte posterior. Os dois vacuolos sdo contrateis, o comprimento varia de 80-150
pum e a largura 40-70 pm.

Fonte: LYNN, 2008.
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Ao quantificarem a concentracdo média de protozoérios, Duarte et al. (2018) detectaram
uma populagdo de 1,7 + 9,1 x 10#mL de fluido ruminal de bezerros Nelores com média de oito
meses de idade recebendo com dieta feno de Uroclhoa decumbens de baixo valor nutricional.
Para Suarez et al. (2007) a composicéo da dieta oferecida ao animal jovem influéncia diretamente
no desenvolvimento ruminal, e a adicdo de concentrado e grdos aumenta a velocidade do
desenvolvimento ruminal, em dietas de alta forragem, estima-se que os protozodrios no ramen
representem 17% a 21% da degradacéao total das fibras (GRUNINGER et al., 2019).

Os ciliados ruminais apresentam ainda o quimiotactismo, que permite locomogdo em
direcdo a gradientes de concentracdo contendo acucares (ARCURI et al., 2006).

O equilibrio do pH é primordial a sobrevivéncia e desenvolvimento dos protozoarios
ruminais, sendo a faixa ideal do pH entre 6 e 7. Os protozodrios séo inibidos em pH inferior a 5,5
e morrem quando o pH é igual ou menor a 4,5 (FRANZOLIN; DEHORITY, 1996). Em novilhos
Nelore alimentados com ou sem volumoso, Nigri et al. (2017) apuraram que esses quando
alimentados com dieta de alto grdo e sem volumoso apresentam uma menor populacdo de
protozoarios ruminais em relacao aqueles criados em pastagem lignificada. Segundo os autores
isso foi atribuido a reducéo significativa do pH.

Os ciliados formam uma grande proporcdo de sua biomassa microbiana e predam
bactérias, como principal fonte de aminoacidos e acidos nucleicos, e fazem o engolfamento de
granulos amidos. Além disso, os entodiniomorfos possuem atividade celuloliticas e
hemiceluloliticas. Devido a presenca da organela hidrogenossoma possuem alta atividade
metabolica. Por liberarem hidrogénio, esses eucariotos apresentam relagdo direta com os
organismos metanogénicos (ARCURI et al., 2011; BELANCHE et al., 2014; NEWBOLD et al.,
2015; KOZLOSKI, 2017).

Silva et al. (2014) concluiram que a quantidade total de protozoarios diminuiu
significativamente com a evolu¢éo do periodo de seca em novilhos alimentados com pastagens
tropicais em regido semiarida. Em outro estudo a populacdo de protozoarios ruminais em
zebuinos alimentados com ou sem volumoso, Duarte et al. (2018) constataram que o género
Buetschilia spp. foi 0 mais frequente em bezerros, o Entodinium spp. foi mais prevalente em
bovinos adultos e o Charonina spp. foi mais predominante em vacas, sendo esses animais
alimentados em pastagens de Urochloa spp., com baixo valor nutricional. Sendo assim, a
guantidade e os géneros de protozoarios no ambiente ruminal podem ser influenciados pelo tipo
e a frequéncia da alimentacao, a inclusdo de aditivo alimentares, a distribuicdo geografica, o
antagonismo entre espécies, as racas e o estado fisiolégico do animal (MONCAO et al., 2013;
YUSTE et al., 2019).

Em um estudo utilizando bovinos mesticos do cruzamento entre bovinos holandeses e
japoneses pretos, canulados ruminalmente e recebendo dieta com maior propor¢do de
concentrando, observou-se nestes animais uma maior concentracdo de protozoarios do género
Entodinium (ABRAR et al., 2016). Tymensen; Barkley; MacAllister (2012) também constaram o

género Entodinium como o mais abundante em bovinos alimentados com silagem de gréos e
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Manella; Lourengo (2004), também verificou maior prevaléncia do género Entodinium em bovinos
Nelore recém-desmamados, pastando exclusivamente em Urochloa brizantha.

Ainda para Bainbridge et al. (2018) alterar a quantidade e o tipo de géneros dos
protozoarios no rimen pode ser uma abordagem inovadora para aumentar a quantidade de
AGCC em ruminantes. Entretanto, a defaunac¢ao diminui a digestibilidade da matéria organica do
ramen e da fibra, resultando na perda de atividades fibroliticas pelos protozoéarios. No entanto, a
eliminagdo de protozoarios pode aumentar a oferta de proteinas microbianas e reduzir a
producédo de metano (GUYADER et al., 2014; NEWBOLD et al., 2015).

3.5 Fungos anaerobios do ramen

Os fungos séo transmitidos entre os ruminantes, pela saliva, pelo ar ou com a ingestédo de
alimentos contaminados. A colonizacdo fangica comega a partir da adesao do zo6sporo aos
materiais vegetais, para degrada-la, permitindo o crescimento dos micélios. Esses eucariotos
estao responsaveis pela produgéo de enzimas necessarias para essa degradacao, por exemplo,
a celulase, xilanase e hidrolases. O crescimento é estimulado por aminoacidos, AGCC e por
vitaminas (GULIYE; WALLACE, 2007; EDWARDS et al., 2008; PUNIYA et al., 2015). Entretanto,
altas concentracbes de acgucares promovem diminuicdo do pH ruminal, podendo inibir o
crescimento dos zodsporos (OLIVEIRA et al., 2007).

Os fungos anaerdbicos sdo os mais encontrados no ambiente ruminal (10.mL™) e sdo
responsaveis pela degradacédo de fibras vegetais. O conhecimento dos fungos ruminais e suas
enzimas de degradacdo vem sendo objetos de muitas pesquisas, principalmente pelo seu
potencial biotecnoldgico e também na melhoria da nutricdo dos ruminantes (RESENDE et al.,
2015).

Os fungos anaerdbicos estritos recobrem as particulas alimentares e representam
aproximada de 6% a 8% do total da microbiota ruminal. Sdo produtores de zodsporos e fazem
parte da divisdo Eumycota, subdivisdo Mastigomicotina, classe Chytridiomycetos, ordem
Neocallimastigales, familia Neocallimasticacea e géneros Caecomyces, Cyllamyces, Piromyces,
Neocallimastix, Anaeromyces e Orpinomyces (OZKOSE et al., 2001; GRIFFITH et al., 2009;
KOZLOSKI, 2011). Essa divisdo de géneros é baseada na morfologia do talo simples
(monocéntrico e policéntrico), talo composto (bubos celulares vegetativos e esporangios) e
namero de flagelos (uniflagelados e multiflagelados) (GRIFFITH et al., 2009).

O género Neocallimastix, caracterizado por ser monocéntrico, poliflagelado e esporangios
(filamentosos), podem ser encontrados em diferentes ruminantes. Nos bovinos, a principal
espécie é a Neocallimastix variabilis (HO et al., 1993). Segundo Thareja et al. (2006), esse
género ndo foi observado nas fezes de caprinos e ovinos, visto que nesses ruminantes os
principais géneros observados foram Anaeromyces, Piromyces, Neocallimastaix e Orpinomyces.

Em estudo com bovinos e caprinos corte criados em pastagens tropicais, foram
encontrados fungos Neocallimastix spp., Orpinomyces spp. € Anaeromyces spp. em bovinos e

0s géneros Orpinomyces spp. e Anaeromyces spp. em caprinos (ABRAO et al., 2010). Esses
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resultados mostram que a ocorréncia de fungos anaerébios estritos ruminal sdo influenciados
por fatores como tipo de dieta, frequéncia alimentar e tipo de fermentagdo (GRUNINGER et al.,
2014).

Os fungos produzem diversas enzimas como as celuloliticas, hemiceluloliticas e
fibroliticas, por exemplo, que solubilizam as fibras vegetais, melhorando e acelerando o processo
de digestdo de forragens tropicais, aumentando assim a disponibilidade energética e de
proteinas, oferecendo subsidios para o crescimento da populagdo microbiana no rdmen
(CERDA, 2003; PAUL et al., 2004; PAUL et al., 2012; GRUNINGER et al., 2014).

A lignina é um polimero de natureza aromética com alto peso molecular que tem como
base estrutural unidades de fenil-propano. Esse polimero barreira fisica que impede a hidrolise
dos polissacarideos presente na parede celular vegetal (ADESOGAN et al.,, 2014). A
degradabilidade da fibra vegetal é influenciada pela quantidade de lignina presente na parede
celular, estrutura e composicdo dessa lignina e sua interligacdo com outros componentes da
parede (RAFFRENATO et al., 2017).

Os fungos ruminais anaerébicos produzem enzima lignoceluloliticas que degradam os
complexos de ligninas das paredes vegetais, por agdo mecéanica ou por atividade celulolitica e
hemicelulolitica, quebrando as ligacdes de éster da lignina e a hemicelulose, liberando a celulose
e outros carboidratos que atendem as demandas nutricionais dos ruminantes (DASHTBAN et al.,
2010; ABRAO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2016).

As andlises dos zodsporos possibilitam a confirmacéo da presenca de fungos anaerdbios
no ambiente ruminal e com a sua diversidade morfolégica € possivel sugerir a presenca de varias
espécies (RESENDE et al., 2015). Além disso, induz os celulossomos flngicos a aumentar o seu
potencial de degradacdo em funcdo da composi¢do quimica do substrato aderido (SOLOMON
et al., 2016).

3.6 Fungos anaerobios facultativos no trato digestorio de ruminantes

Os fungos anaerdbios facultativos também estdo presente no ambiente ruminal em
propor¢c6es menores que as dos fungos anaerébios obrigatérios sendo detectados em populacéo
de aproximadamente 10* UFC/mL no fluido ruminal (ABRAO et al., 2014). Esses fungos sdo
aptos para utilizar o oxigénio ou um componente organico como aceptor final de elétrons,
possibilitando a esses microrganismos sobreviver em varios ambientes (MADIGAN et al., 2010).

Almeida et al. (2014) detectaram a ocorréncia em amostras de fluido ruminal de fungos
dos génerros Aspergillus, Gliocladium, Paecilomyces, Rhizophus e Scedosporium na microbiota
de vacas alimentadas com pastagem de Urochloa brizanta (syn. brizanta) e bezerras alimentadas
com silagem de sorgo ou com cana-de-agucar.

Em um estudo conduzido por Virginio Junior et al. (2016) com bezerros da raca
Holandesas alimentados com silagem de transicdo, em agua ou leite, foram isolados os
seguintes géneros de fungos micelianos do rimen e das fezes: Aspergillus, Paecilomyces,

Penicillium e Trichophyton, sendo o Aspergillus o mais isolado.
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Outro estudo com bezerros Nelore desmamados, alimentados exclusivamente a pasto
(Urochloa brizanta) verificou-se a presenca de fungos micelianos dos géneros, Onychocolas,
Paecilomyces, Penicillium e Trichophyton, sendo o género Aspergillus, o mais frequente (ABRAO
et al., 2014).

Em estudo com a microbiota ruminal de ruminantes domésticos mantidos em pastagens
tropicais, os géneros mais cultivados do fluido ruminal de vacas, ovelhas e cabras foram
Fusarium, Penicilium, Aspergillus e Mucore e os isolados obtidos apresentaram atividade
celulolitica comprovada (OYELEKE; OKUSANMI, 2008).

Em outra pesquisa Freitas et al. (2012) avaliaram fungos micelianos provenientes das
fezes de ovinos mesticos da raca Santa Inés alimentados com capim-tanzania (Panicum
maximum cv. Tanzania) criados no Norte de Minas Gerais. Os géneros mais frequentemente
identificados foram o Aspegillus spp., seguindo de Paecilomyes spp., Trichoderma spp.
Acremonium spp.. J& em matrizes, os autores, isolaram em maior quantidade os géneros

Paecilomyes spp., Aspegillus spp., Malbranchea spp. e Onychocola spp.

3.7 Parametros sanguineos em bovinos

A andlise de metabdlitos sanguineos pode representar uma ferramenta para avaliagéo do
estado nutricional do animal, além de representar um apoio a diagnésticos e acompanhamento
de tratamentos (GONZALEZ et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003).

Fatores como idade, sexo, exercicio e estado emocional devem ser considerados ao
estabelecer valores de referéncias para bovinos (KAPALE et al., 2008). Entretanto para bezerros
em diferentes idades ha poucas informacdes para estabelecimento desses valores de referéncia,
sendo necessarios estudos para aprimorar e fornecer mais dados dos parametros sanguineos
as suas concentracdes em faixas de normalidade (LIMA et al., 2012; PEREZ-SANTOS et al.,
2015).

A determinacgédo dos valores de referéncia em exames laboratoriais € um grande desafio,
pois exige metodologias adequadas, que inclui a amostragem representativa e cuidados
metodoldgicos na coleta, no processamento, no transporte, na analise bioquimica e na estatistica
(RAO, 2016; ROSENFELD et al., 2019). As estacdes do ano interferem na temperatura corporal
superficial, no niumero de neutréfilos e eosindéfilos, enquanto que a idade exerce efeito nas
variaveis termofisiologicas, no eritrograma, plaguetograma e leucograma de bezerros
(NASCIMENTO et al., 2019).

3.7.1 Eritrograma em bovinos
Os principais pardmetros avaliados no eritrograma sdo: a contagem total de eritrécitos, a
concentragdo de hemoglobina, hematdcrito, o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina

corpuscular média (HCM) e a concentracéo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Tabela
3) (RAO, 2016; SA et al., 2018).
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Tabela 3. Valores de referéncias do eritrograma em bovinos.

Componentes sanguineos Valores de referéncia
Eritrocitos (108/uL) 5,0-10
Hemoglobina (g/dL) 8,0-15

Hematocrito (%) 24 - 46
VCM (3) 40 - 60
HCM (%) 14,8 - 18,6

CHMC (%) 30-36

Nota: VCM= Volume Corpuscular Médio, HCM= Hemoglobina Corpuscular Média,
CHCM= Concentracéo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).
Fonte: KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008.

O hematdcrito é a proporcao das hemacias no sangue total em porcentagem, e é utilizado
como um indicador de anemia e possivel grau de desidratagdo em bovinos (RAO, 2016; THRALL
et al., 2012).

Dentro dos indices hematimétricos o VCM se refere ao tamanho das hemacias e seu
calculo é baseado na razdo entre o hematdcrito e a hemoglobina, podendo classificar as
hemécias em normocitico (tamanho normal), macrocitico (aumento do tamanho das hemacias)
ou microcitico (dimiuicdo do tamanho das hemécias) (RAO, 2016). A determinacdo do tamanho
das hemaécias é importante para auxiliar na compreensao das causas das anemias (SILVA,
2017).

Outro indice hematimétrico € o HCM, que avalia a quantidade média de hemoglobina
dentro da célula sanguinea, de acordo com a sua colorogéo, classificando-a em hipercrémica
(heméacia escurecida), normocrdmica (cloracdo tipica da hemécia) ou hipocrédmica (hemécia
clara). O CHCM é um indice hematimétrico que serve para contar e avalia as caracteristicas dos
das heméacias, classificando de acordo com a coloragdo, assim como o HCM (WEISS;
WARDROP, 2010; RAO, 2016).

Para Kerr (2003) as avaliacGes de amostras de fluidos corpdreos, como o plasma e o soro
sanguineo podem auxiliar esclarecer o quadro clinico, a producdo e o ganho de peso dos
animais.

Rocha et al. (2013) ao analisarem o eritrograma de 26 bezerros (Y2 Chanchim x Nelore)
durante os 30 primeiros dias de vida, constataram valores médios dos eritrécitos de 8,51 £ 0,44
x 108/mms e de 12,8 + 0,67 g/dL da hemoglobina.

3.7.2. Leucograma e Plaguetograma em bovinos

O leucograma por sua vez € utilizado para interpretagéo das respostas dos leucocitos ou
glébulos brancos ou celulas de defesas, que fazem parte do sistema imunitario, participando da
resposta imune inata e especifica, permitindo diagndstico, monitoramento e prognostico de
patologias (RAO, 2016; SILVA, 2017).
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Os leucécitos sao divididos granuldcitos (polimorfonucleares) e em mononucleares. Os
granuldcitos séo compostos pelos neutréfilos, eosindéfilos e basoéfilos, e mononucleares sao
representados pelos linfécitos e mondcitos (Tabela 4) (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008;
THRALL et al., 2012).

Tabela 4. Valores de referéncias leucograma e plaquetograma em bovinos.

Componentes sanguineos Valores de referéncia
Plaquetas (10%/uL) 100 - 800
Leucdcitos (103/uL) 4,0-12,0

Segmentados (10%/uL) 0,6-4,0
Eosinofilos (10%/uL) 0-24
Mondcitos (/uL) 25 - 840
Linfécitos (10%/uL) 2,5-75

Fonte: KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008.

Os neutrofilos sao os granuldcitos que diferenciam entre célula em bastonete (imaturas) e
célula segmentada (madura), sendo as segmentadas o segundo tipo de célula de defesa mais
presente na circulagdo dos bovinos. Os neutrdfilos participam como primeira linha de defesa do
organismo frente a processos infecciosos e inflamatdrios. Em bovinos submetidos a estresse ou
a doenca, essas células apresentam um de pico de leucocitose menor quando do que expressam
uma resposta inflamatéria (HARVEY, 2012; SILVA, 2017).

Em torno de 3 a 5% dos leucécitos circulantes sao eosindfilos. Esse tipo célula apresenta
importante acdo contra parasitas. Os basofilos, por sua vez, sdo raramente encontrados em
bovinos e ndo apresentam a sua funcdo totalmente elucidada (STOCKHAM; SCOTT, 2011;
SILVA, 2017).

Os mondcitos séo leucdcitos mononucleares que promovem a fagocitose de patégenos e
a eliminacgédo de tecidos mortos ou lesados, entretanto, essa célula pode diminuir em processos
inflamatérios agudos e se elevar em doencas crénicas (WEISS; WARDROP, 2010; STOCKHAM,;
SCOTT, 2011; SILVA, 2017).

Os linfocitos sdo as células brancas mais numerosas no sangue de ruminantes e
desempenham um papel importante na defesa orgénica. Ocorrem comumente em infec¢des
virais e sdo de dois tipos o linfécito T que sdo os responsaveis pela imunidade celular do
organismo e atuam estimulando a produc¢édo de anticorpos, e o linfécito B que sdo responsaveis
pela imunidade humoral e ddo origem aos plasmécitos que produzem os anticorpos. (HARVEY,
2012; SILVA, 2017). Entretanto, pode ocorrer a linfopenia em animais submetidos ao estresse
(SCOTT; STOCKHAM, 2011). Silva (2017) atesta que em ruminantes, os grandes linfocitos
podem ser confundidos com mondcitos.

Baccili et al. (2018) observaram os seguintes valores para leucocitos (10 + 4 x 103/uL),
neutrofilos segmentados (2,9 + 2 x 103/uL), mondécitos (1,1 + 0,6 x 103/pL) e linfécitos (5,1 + 2,1

x 103/uL) em bezerros da raca Holandesa com seis meses de idade e alimentados com colostro.
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Coppo et al. (2003) constataram que apds o desmame, bezerros zebuinos apresentaram
concentragdo sérica de adrenalina e manutenc@o da concentracdo de cortisol, associadas a
maiores contagens de leucdcitos, neutréfilos e linfécitos. Outro estudo sobre o desmame de
bezerros Nelore aos sete a oito meses de idade em Linhares, Espirito Santo, constatou-se que
no primeiro dia de desmame, mas ndo no dia subsequente, elevagdes significativas das
contagens de leucécitos e neutréfilos, sem alteracdo da relagédo neutréfilos, linfécitos compativeis
com a agdo da adrenalina (PAES et al., 2012). O desmame é um processo abrupto e aumenta o
nivel de estresse dos animais. Consequentemente, esse periodo é caracterizado pela reducao
do ganho de peso no inicio da fase de recria, associada a queda da imunidade dos animais
(VALLE; ANDREOTTI; THIAGO, 1998).

O plaquetograma é um dos componentes do hemograma que inclui a mensuracdo e a
avaliacdo plaquetaria do sangue (Tabela 4). As plaquetas apresentam como funcdo primordial a
formagdo de um tampdo homeostatico para evitar o extravasamento de sangue durante uma

injuria endotelial, evitando uma hemorragia (COSTA et al., 2020).

3.7.3. Perfil bioquimico sérico em bovinos

Os principais componentes bioquimicos sanguineos representativos do metabolismo
proteico sdo proteinas totais, albumina, globulinas, ureia e creatinina. Para a analise do
metabolismo energético, sdo avaliados valores séricos de glicose e colesterol (PEREZ et al.,
2014). Alteragdes hepéticas podem ser diagnosticadas pela quantificacdo das enzimas alanina

aminotransferase (ALT) e a fostase alcalina (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de referéncias do Perfil Bioquimico Sérico em Bovinos.

Componentes Bioquimicos Valor de referéncia
Albumina (g/dL) 2.6 -3.62
ALT (U/L) 78 —132b
Creatinina (mg/dL) 1,0-2,02
Fosfatase alcalina (U/L) 0 — 490°
Glicose (mg/dL) 45 — 75°
Globulina (g/dL) 2.6 —4.0°
Proteina Total (g/dL) 6,5-7,42
Ureia (mg/dL) 23 — 582

Nota: ALT= alanina aminotransferase.
Fonte: ®MEYER; COLER; RICH, 1995; P(MEYER:; HARVEY, 1998:
°KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008.

As proteinas sdo os componentes mais abundante no plasma sanguineo, pois

desempenham diversas fun¢fes, como na coagulacdo do sangue, nas defesas contra agentes
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patogénicos, no transporte de metabdlitos, na regulagdo do metabolismo celular e na
manutencéo da pressdo osmatica (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

A albumina representa cerca de 50% das proteinas totais circulantes e desempenha
diversas fun¢gfes no organismo, como manter a pressdo osmotica, auxilio do transporte de
substancias que sdo pouco sollveis em meios aquosos, 0s acidos graxos, o colesterol, a
bilirrubina, o 6xido nitrico e os ions metélicos e farmacos. Além disso, tem papel importante na
atividade antioxidante (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008; KERR, 2003). Doengas infecciosas
e inflamatérias levam a queda na concentragéo dessa proteina plasmatica (KANEKO; HARVEY;
BRUSS, 2008).

As globulinas sédo proteinas responséaveis pelo transporte de lipoproteinas, glicoproteinas,
mucoprotéinas e o cobre, exerce ainda um papel fundamental na imunidade. Produzida pelo
figado, podem ser divididas em trés tipos a, B e y. As andlises dessas proteinas podem indicar
processos inflamatérios (GONZALEZ, 2009).

Os ruminantes necessitam manter quantidades minimas de glicose para ser usada pelos
tecidos prioritarios, como o sistema nervoso central. A gliconeogénese acontece a partir do acido
propidnico e possui absorgao intestinal. No entanto, de acordo com o estado metabdlico do
animal a glicose pode ser proveniente de uma ou mais fontes para dar conta de suprir suas
exigéncias (RADOSTITS et al., 2007; THRALL et al., 2012). Além disso, o nivel sérico de glicose
pode ser um indicador de status energético do animal, visto que a glicose apresenta
insensibilidade a mudanca nutricional e sensibilidade ao estresse (GONZALEZ, 2009).

Para Gonzélez; Silva (2006) o colesterol em bovinos pode ser proveniente de fontes
exégenas e enddégenas. A fonte exdégena € oriunda dos alimentos consumidos pelo animal,
principalmente em dietas ricas de carboidratos ou de lipidios. J& a endbgena deriva da
degradacéo do acetil-CoA no figado, nas gbnadas, no intestino e nas glandulas adrenal. Esses
autores afirmam ainda que os niveis de colesterol podem ser aumentados por hipotireoidismo,
pancreatite e obstrugédo biliares, por exemplo.

A ureia e a creatinina sédo os principais indicadores da funcdo renal e s&o produtos do
metabolismo do nitrogénio. A ureia quando mensurada através do soro ou do plasma sanguineo
indica que esta em transito entre o figado, transportada pela via plasma para os rins, onde sera
excretada através da urina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008; THRALL et al., 2012). Kerr
(2003) considera fatores relacionados a dieta como elevados niveis de proteina, a incluséo de
proteina de ma qualidade e os niveis deficientes de carboidrato que podem influenciar
concentracdo de ureia no sangue.

A creatinina por sua vez é produzida pelo figado a partir dos aminoécidos e circula pelo
plasma até ser captada pela musculatura esquelética. Contudo, as alteragdes nos niveis de
plasmético de creatinina séo devidas as altera¢gfes na excre¢do de creatinina, ou seja, retratam
a funcédo renal. Por isso ela é considerada o melhor indicador da taxa de filtracdo glomerular se
comparado com a ureia (KERR, 2003; THRALL et al., 2012). O aumento da sua concentracdo
pode ser visto em casos de fluxo renal diminuido por hipotensao, desidratacdo, doencas renais
ou obstrucao urinaria (WITTWER et al., 1993; GONZALEZ, 2009).
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As aminotrasferases sdo enzimas essenciais envolvidas no metabolismo de todos os
organismos. O objetivo das reac¢fes de transaminacdo consiste em coletar os grupos amino dos
aminoacidos diferentes na forma de L-glutamato que funciona como doador de grupos amino
para as vias biosintéticas ou de excrecao que eliminam os produtos nitrogenados (LEHNINGER,
2006). A ALT é encontrada principalmente no citoplasma do hepatdcito. Elevacdo do nivel da
ALT é um indicador especifico para doenca hepatobiliar (infecciosa, trauma, neoplasia,
amiloidose e esteatose), porém o0 aumento pode ser induzido por medicamentos
(anticonvulsivantes, glicocorticoides, mebendazol, paracetamol), miocardite e regeneracao
hepato-celular (OCKNER, 1993; GONZALEZ, 2009).

A fosfatase alcalina € uma enzima responsavel pela catalise da hidrdlise alcalina de uma
variedade de substratos, pois € uma enzima de membrana, encontrada principalmente no figado,
tibulos renais, intestino e tecido 6sseo, sendo assim ndo é considerada uma enzima hepato-
especifica (KERR, 2003). O aumento no nivel dessa enzima pode ser devido hd um dano hepato-
celular, inducdo por medicamentos (barbitiricos e anticonvulsivantes) ou esteroides, doencas
Osseas (tumores, osteomalacia, consolidacao de fraturas), deficiéncia de vitamina D, caquexia,
septicemia, endotoxemia, pancreatite, hiperparatireoidismo, hiperadrenocorticismo (GONZALEZ,
2009). Além disso, em animais jovens ocorre 0 aumento dessa enzima devido a grande
guantidade de isoenzima Ossea, presente nos 0ssos dos animais em fase de crescimento, que
diminui com o avancar da idade e com a calcificagdo das epifises 6sseas (KANEKO; HARVEY;
BRUSS, 2008; GONZALEZ, 2009).

Em estudo com bezerras Nelore com a faixa etaria de + 210 dias, recebendo feno de
Urochloa decumbens, observou-se a concentracdo média da albumina de 3,2 £ 0.5 g/dL, dentro
do valor de referéncia (FORTE et al., 2016). Ao se analisar o perfil bioquimico de bezerros
mesticos Holandés x Gir (machos e fémeas), alimentado com colostro, Gomes et al. (2016),
encontraram os valores médios da ALT (20,0 + 17,8 U/L), Creatinina (0,8 + 0,2 mg/dL), Fosfatase
alcalina (303,8 + 110,5 U/L), Globulina (6,1 + 1,4 g/dL) e Proteina Total (8,6 +1,5 g/dL).

3.8 Suplementacao de dietas utilizando fungos como aditivos microbianos em ruminantes

Para ruminantes domésticos como bovinos, caprinos e bufalos a utilizacéo de bactérias,
leveduras e fungos aerébicos tém apresentando sucesso como suplementacao na dieta desses,
pois promovem aumento na taxa de crescimento e na eficiéncia da producdo. Sendo assim, o
uso de fungos anaerobios provenientes do rimen pode apresentar um potencial promissor, visto
que produzirem uma variedade de enzimas que solubilizam as paredes lignificadas das células
vegetais normalmente dentro do ambiente ruminal (PUNIYA et al., 2015).

Autores como Tripathi et al. (2007) e Alzahal et al. (2014), consideram que a adigdo de
fungos e/ou enzimas fungicas na dieta de ruminantes, podem melhorar a microbiota ruminal,
estabilizar o pH ruminal, e melhorar a degradacdo microbiana da parede celular das plantas. E

pesquisas ja demonstram que os fungos anaerdbios tém interferéncia no processo de digestao,
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fermentacdo e na melhoria das condicdes do ambiente ruminal, propiciando aumento da
comunidade microbiana ruminal (MANTOVANI; BENTO, 2013).

Beharka e Nagaraja (1998), concluiram que a inclusdo de Aspergillus orizae podem
estabilizar o pH ruminal, sendo benéfico em dietas ricas em graos. O pH ideal para o fluido
ruminal é considerado normal entre a faixa de 5,5 a 7,6, e é vital para a sobrevivéncia e a
estabilidade dos microrganismos do rumen, visto que esse sdo muito sensiveis a pequenas
mudancas no nivel do pH, o que ocorre devido ao tipo de alimento consumido e o tempo desde
a Ultima alimentacé@o (DIRKSEN, 1993). Alzhal et al. (2014), observaram que o Saccharomyces
cerevisiae pode proliferar no rimen de vacas lactantes e contribuir para o aumento de bactérias
gue degradam fibras no rimen como Fibrobacter succinogenes e Rumminococcus albus.

Ao avaliarem a digestibilidade in vitro de diversos volumosos e a estabilidade enzimatica
da xinalase obtidas de Aspergillus niveus, Nogueira et al. (2013) observaram um amento da
digestibilidade em 10,8% para alfafa, 6,0% para capim-Marandu e 33,6% para o feno de capim-
jaragud. Esses autores concluiram que a adi¢do dessas enzimas na suplementacdo de dietas
de ruminantes é promissora, além de se mostrarem estaveis as condi¢cdes ruminais e nao
apresenta efeito citotoxico as células de mamiferos.

Os isolados de Aspergillus spp. do rimen de bovino em pastagens tropicais durante a
estacao seca apresentaram notavel producéo de enzimas celulases, xilanases e fenoloxidases
para a degradacéo da lignina, mesmo apos dois dias de incubacéo. As atividades de avicelase,
xilanase e CMCase apresentaram diferencas inter e intraespecificas. Os isolados de Aspergillus
terreus e Aspergillus fumigatus foram mais identificados por sequenciamento do rDNA e
apresentam potencial uso como probiéticos para bovinos alimentados em pastagens lignificadas
e para producdo comercial de enzimas para fins biotecnolégicos. Observou-se ainda que a
primeira espécie flingica apresentou a maior atividade enzimatica para a avicelase (3,96 + 1,77)
e xilanase (3,13 + 0,91) (ABRAO et al., 2017).

Vinte cepas de Aspergillus spp. provenientes do trato gastrointestinal de bovinos criados
com feno de Urochloa decumbens lignificado, em periodo de seca no norte do estado de Minas
Gerais, foram utilizados para avaliar a viabilidade de crescimento no fluido ruminal por até 96
horas e a producéo de aflatoxinas in vitro. Apés a incubacgéo Abrao et al. (2018) observaram que
95% destes isolados apresentaram resisténcia aos acidos ruminais, dois isolados apresentaram
viabilidade sob a presséo da microbiota autdctone e de metabdlitos do ecossistema ruminal e
ainda os fungos avaliados ndo produziram aflotoxinas. Além disso, observaram que estes
apresentavam caracteristicas fisioldégicas para serem utilizados como aditivos microbianos ou
probidticos para 0 ambiente ruminal.

Em outro estudo, ao adicionar enzimas de Trichoderma reesei em dietas de bezerros
bubalinos, constatou-se aumento na digestibilidade de matéria seca, de proteina bruta
promovendo aumento linear no ganho de peso diario (NAWAZ et al., 2016).

Ahmed et al. (2015) analisaram a substituicdo integral do feno de Trifolium alexandrinum
por uma mistura de Atriplex nummularia e Acacia saligna na dieta de cordeiros da raca Barki

suplementados com Trichoderma reesei ou Saccharomyces cerevisiae, esses autores
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verificaram que os animais suplementados obtiveram aumento na ingestdo de alimentos e
produziram mais AGCC em comparacéo aos nédo suplementados.

Sun et al. (2014) avaliaram os efeitos in vitro de Aspergillus oryzae sobre a fermentagéo
ruminal e populacdes microbianas com diferentes fontes de volumosos, e constataram aumento
na producdo de proteina microbiana, de AGCC e de propionato. Além de aumento na
percentagem de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens.
Ja o efeito deste fungo na fermentagdo ruminal de vacas leiteiras da raca Holandesa Sun et al.
(2017) apuraram um ganho de peso proteina microbiana, de AGCC e atividade de

carboximetilcelulase (CMCase) em relacdo aos animais do controle.

3.8.1 Efeitos da suplementac¢éo sobre o desempenho animal

A adicdo de cepas Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae pode aumentar o
ganho de peso e a producdo de leite, aumentando o consumo de matéria seca e a eficiéncia
alimentar, reduzindo a produgcdo de metano (CH4) e beneficiando o sistema imune bovino
(WALLACE, 1994; OLLE et al.,, 2017). Oliveira et al. (2010) avaliaram o desempenho e a
eficiéncia digestiva de vacas leiteiras da raca Holandesa suplementadas com 10g de levedura
comercial (2 x 10°UFC/g) de Saccharomyces cerevisiae cepa KA500 por animal com dietas
contendo silagem de milho, polpa citrica e milho maduro. Constatou-se que os animais que
receberam a levedura apresentaram ganho na eficiéncia alimentar (3,8%). Corroborando com
Wallace (1994), esses autores concluiram ainda que houve diminuigdo no consumo de matéria
seca e aumento na producéo de leite com reducédo na contagem de células somaticas do leite
em comparagdo com 0s animais ndo suplementados.

Raghebian et al. (2016) avaliaram o efeito no crescimento, parametros sanguineos e
sistema imunoldgico de 27 cordeiros da raca Zandi que receberam suplementados com
diferentes niveis de Saccharomyces cerevisiae. Verificou-se aumento do ganho médio diario,
maior taxa de conversdo alimentar e aumento do pH ruminal, reduzindo o risco de acidose
ruminal.

Em novilhos da raga Canchim com 13 meses de idade e alimentados com silagem de
milho, Neumann et al. (2016), observaram que a suplementacdo desses animais com
Saccharomyces cerevisiae cepa NCYC 996, ndo elevou o ganho de peso diério (GPD). Contudo,
Lépez Aguirre et al. (2016) observaram que ovinos da raca Pelibuey recém desmamados com e
60 dias de idade, alimentados com capim Buffel e suplementados com enzimas exdgenas de
Trichoderma longibrachiatum, apresentaram um GPD (0,21 kg/dia) significativamente maior que
aqueles ndo suplementados. Estes autores observaram ainda que essa suplementacdo com
enzimas exoégenas de Trichoderma longibrachiatum influenciaram positivamente no ganho de
peso total (GPT) (8,63 kg) de ovinos da raca Pelibuey.

Em outra pesquisa o peso vivo final (PVF) ndo foi influenciado pela adicdo de enzimas
amilases de Aspergillus awamori em touros Nelore terminados em confinamento, com média de

24 meses, recebendo a alimentac¢éo volumoso de feno de Tifton (OLIVEIRA et al., 2015)
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Hassan et al. (2016) ao avaliarem o efeito da suplementacdo Saccharomyces cerevisiae
na dieta de bezerros mestigcos Friesian x Baladi, no periodo de transi¢éo da alimentacéo do leite
para o feno de berseem (Trifolium alexandrinum) constataram que o género de
Enterobactereacea, Escherichia spp. como o mais identificado nesses animais. Stellaa et al.
(2007) constaram que a suplementacdo comercial de Saccharomyces cerevisiae (CNCM 1I-1077)
em caprinos da raca Saanen, alimentados silagem de triticale, ndo afetou nas concentragfes de
eliminacéo fecais de dessas bactérias (8,0 x 101 UFC/g) em relagdo animais do grupo controle

apos 60 dias de experimentacao.

3.8.2 Efeitos da suplementagéo sobre parametros sanguineos

Kapadiya et al. (2019) constataram que a suplementados com enzimas exdgenas de
Aspergillus spp. na dieta de bezerros mesticos Holstein Friesian x Kankrej alimentados com feno
de sorgo influenciou significantemente na concentracdo média da hemoglobina (9,07 + 0,08 g/dL)
desses animais em relacéo aos ndo suplementados. J& Piamphon et al. (2017) diferentemente
relataram que em bezerros mesticos Brahman x raca nativa da Tailandia, recebendo capim
Naiper fermentado com Aspergillus niger, a concentracdo média da hemoglobina (11,0 g/dL) ndo
foi afetada quando comparada grupo controle.

Em outra pesquisa, apds o desmame, os bezerros da raca Zebl, sem suplementacéo
apresentaram concentracdo sérica de adrenalina e manutengdo da concentracdo de cortisol,
associadas a maiores contagens de leucdcitos, neutréfilos e linfocitos (COPPO et al., 2003).

Kapadiya et al. (2019) nao constaram a influéncia da suplementacéo de enzimas exdégenas
de Aspergillus spp. sobre as concentrac@es de glicose (83.72 + 2.27 mg/dL) e proteina total (6.10
+ 0.09 g/dL) do perfil bioquimico sérico dos bezerros mesticos Holstein Friesian x Kankrej. Em
outro estudo constatou-se que em bezerros mesticos Brahman x raca nativa da Tailandia,
recebendo capim Naiper fermentado com Aspergillus niger ndo apresentaram diferenga no perfil
bioquimico, sendo detectados valores de glicose (74,5 mg/dL), creatinina (1,0 mg/dL), ALT (98,0
U/L). (PIAMPHON et al., 2017).
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5 ARTIGO
5.1 Efeito da suplementacao com fungos ruminais na microbiota do trato digestorio, parametros

sanguineos e desempenho de bezerros Nelore

Este artigo foi elaborado de acordo com as

normas da revista Veterinary World.
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EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM FUNGOS RUMINAIS NA MICROBIOTA DO
TRATO DIGESTORIO, PARAMETROS SANGUINEOS E DESEMPENHO DE

BEZERROS NELORE

RESUMO:

Introducéo e Objetivo: Em regifes com escassez de forragens de boa qualidade na maior parte
do ano, a suplementacdo com fungos poderia contribuir para a modulagdo ruminal, promovendo
maior producdo de enzimas fibroliticas e reduzindo populagbes de bactérias patogénicas. O
objetivo desde estudo é analisar os efeitos da suplementacdo com fungos ruminais sobre a
microbiota do trato digestério, os parametros sanguineos e o desempenho de bezerros Nelore.
Materiais e Métodos: O experimento foi conduzido em blocos casualizados, avaliando oito
bezerros Nelore suplementados diariamente com um isolado de Aspergillus terreus e um isolado
de Trichoderma longibrachiatum e oito bezerros que ndo receberam esses fungos. Apos 55 dias
de experimentacdo os animais foram pesados e coletou-se amostras do fluido ruminal, fezes e
sangue para as andlises. As caracteristicas que apresentaram distribuicdo normal foram
submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey, enquanto as variaveis que
ndo apresentaram distribuicdo normal foram submetidas ao teste de Kruskall-Wallis. As
diferencas foram consideradas significativas ao nivel de 5% de probabilidade e as frequéncias dos
géneros bacterianos e fangicos foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado a 10%.
Resultados: Observou-se que a suplementacdo com os dois fungos promoveu reducgdo do pH
ruminal, na concentracdo média de eritrécitos e de hemoglobina (P<0,05). O peso vivo final, o
ganho de peso médio diario, o ganho de peso total, PRAM, e a contagem de Enterobacteriaceae,
fungos micelianos e leveduriformes do fluido ruminal e das fezes, os protozoarios ruminais e
demais parametros sanguineos e bioquimicos ndo foram influenciados pela suplementacdo
(P>0,05). E observou-se ainda que o género de protozoarios Eodinium spp. foi identificado apenas
nos animais que receberam a suplementacéo (P<0,05).

Conclusédo: Conclui-se com esta pesquisa que a suplementagdo com os dois isolados fangicos

apresentam potencial para uso como possivel aditivos, visto que influenciou nos bovinos
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pardmetros como pH ruminal, a concentracdo média de eritrocitos e da hemoglobina. Contudo
novo estudos devem ser realizados para definir melhor as dosagens de utilizacdo deste na

suplementacdo de bezerros.

Termos Indexadores: microbiota ruminal, desmame, Enterobacteriaceae, protozoarios do

rumen, semiarido.

INTRODUCAO

Os bovinos dependem diretamente da sua microbiota gastrointestinal para 0 metabolismo
de energia, digestdo de nutrientes e para a redugdo microrganismos patogénicos ingeridos [1]. Em
especial, 0 estresse e 0 riscos & salide dos bezerros apds o desmame é alto, visto que ainda sdo
muito suscetiveis a doencas e as alteracdes digestivas durante esse periodo [2,3] Para reduzir 0s
riscos e melhorar a eficiéncia alimentar, tem-se promovido a administragdo profilatica de
antimicrobianos [4]. A suplementagdo com probidticos ou aditivos microbianos representa uma
alternativa promissora para reduzir danos no periodo p6s desmame e melhorar o desempenho
desses animais [5,6].

Neste contexto, os fungos anaerébios do rimen podem assumir papel relevante como
aditivo microbiano na suplementacdo de ruminantes, devido a sua capacidade em degradar as
forragens, produzindo enzimas com atividade celuloliticas capazes de aumentar a disponibilidade
de carboidratos soluveis e aminoacidos, favorecendo a microbiota ruminal, proporcionando
melhorias no ecossistema ruminal e nos indices zootécnicos ruminais [7,8,9].

Os fungos anaerdbios facultativos podem estar presentes no ambiente ruminal em
propor¢des aproximadas de 1 x 10% Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL em animais
criados sobre pastagem tropical no periodo de seca [10,11] Esses fungos podem apresentar
producdo superior de celulases, importantes para solubilizagdo de fibras de forragens tropicais
[11,12].

Em nossos estudos anteriores, contatou-se que bovinos de corte alimentados em pastagens

tropicais lignificadas albergam os géneros Aspergillus e Trichoderma [12], fungos que
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apresentam potencial para suplementacdo animal e para fins biotecnol6gicos [16,17]. Estudos
demonstram que isolados de Aspergillus spp. do ambiente ruminal apresentam alto nivel producéo
de enzimas que solubilizam as paredes celulares lignificadas e ndo sdo produtores de micotoxinas
[17,18].

Contudo, a maior parte dos estudos com o uso de fungos como aditivos microbianos em
bovinos foram realizados com a utilizagdo de cepas comerciais de Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei adicionadas a dieta de ruminantes. Sendo assim em
regides com escassez de forragens de boa qualidade na maior parte do ano, a suplementacdo com
fungos provenientes do rimen, poderia ser importante na suplementacéo, contribuindo assim para
amodulagdo ruminal promovendo maior producédo de enzimas fibroliticas e reduzindo populagdes
de bactérias patogénicas. Sendo assim o0 objetivo neste estudo é de analisar os efeitos da
suplementagdo com fungos ruminais sobre a microbiota do trato digestorio, os pardmetros

sanguineos e o desempenho de bezerros Nelore.

MATERIAIS E METODOS
Aprovacéao ética

Todos os procedimentos adotados pelo estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), sob o parecer de
ndmero 209/2018.
Design do estudo

O experimento foi realizado em Montes Claros — Norte de Minas Gerais, Brasil. A regido
encontra-se na altitude de 648m, coordenadas 16°42°16” de latitude sul e 43°49'13" de longitude
oeste. O clima da regido é do tipo AW, segundo a classificacdo de Kdppen que se caracteriza por
uma esta¢do chuvosa no verdo e seca no inverno, com vegetacao tipica de cerrado. A temperatura
média anual € de 24,2°C e pluviosidade média anual é de aproximadamente 1.050 mm com o
periodo de estiagem de abril a outubro [19].

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados contendo 16

bezerros Nelore com aproximadamente oito meses de idade, sendo oito machos ndo cadastros e
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oito fémeas, com peso corporal inicial (PCI) de 284,5 kg * 38 kg, pesados com auxilio de balanca
mecanica do tipo brete (Fiziola, modelo 3106000, Sdo Paulo, Brasil). Inicialmente os animais
passaram por 15 dias de adaptacdo a dieta e as baias e receberam vacina contra clostridioses e
anti-helmintico (albendazol 15 mg/kg via subcutanea).

A dieta foi formulada de acordo com o NRC [20], para um ganho médio diario de 400
gramas e foi constituida de 56,79% feno de Urochloa brizantha e 43,21% concentrado (Tabela
1), fornecidas diariamente, as 08:00 h e as 15:00 h. As quantidades de alimento ofertado, foram
ajustadas diariamente em func¢éo das sobras, mantidas em 5%, para permitir o consumo a vontade

e a agua foi fornecida ad libitum.

Tabela 1. Composicao nutricional da dieta experimental

Ingredientes, % Matéria Seca Dieta experimental
Feno Urochloa brizantha 56,79
Milho moido 28,73
Farelo de Soja 2,23
Ndcleo Mineral® 12,25

Composicao, % Matéria Seca

Matéria seca 93,00
Proteina Bruta 10,96
Extrato Etéreo 1,17
Fibra em Detergente Neutro 74,23
Fibra em Detergente Acido 4421
Matéria Mineral 1,17

1Connan Pasto Seco®: Célcio (min/méx) 20-90 g; Fosforo (min) 15 g; Sodio (min) 50 g;
Magnésio (min) 5,5 g; Enxofre (min) 9 g; Fldor (mé&x) 150 mg; Zinco (min) 610 mg; Cobre (min)
200 mg; Manganés (min) 150 mg; Cobalto (min) 13 mg; lodo (min) 45 mg; Selénio (min) 4,5 mg
Proteina Bruta (min) 350 g; NNP Equiv. PB (min) 295 g

As amostras compostas das dietas foram analisadas quanto aos teores de matéria seca a
105°C, matéria mineral, extrato etéreo e proteina bruta de acordo com a Association of Official
Analytical Chemists [20]; e a fibra detergente neutra (FDN), a fibra detergente acido (FDA) de

acordo com a metodologia sugerida por Van Soes et al. (1991).
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Grupos experimentais

Foram avaliados um grupo com oito bezerros suplementados com a mistura dos fungos
Aspergillus terreus (isolado VN 15) e Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20) e um grupo
controle também composto por oito bezerros recebendo somente o meio de cultivo desses
microrganismos. Cada grupo era constituido por quatro bezerros machos e quatro fémeas.

O experimento teve duracdo de 70 dias, com 15 dias de adaptacdo, e 55 dias destinados ao
fornecimento da suplementagdo com os fungos e das dietas experimentais. Os animais foram
confinados em baias individuais, cobertas na &rea de cocho, com dimensdes de 1,5 m (largura) x
3,0 m (comprimento), situadas lado a lado.

No momento do arragopamento da manhd, os animais foram suplementados diariamente
com 160 ml de meio de cultura contento em média 4,4 x 108 UFC/mL de Aspergillus terreus e
2,0 x 108 UFC/mL de Trichoderma longibrachiatum, misturados com 200g do concentrado. Os
animais do grupo controle receberam a mesma quantidade do meio de cultura sem os fungos e do
concentrado. O meio de cultura foi composto de 2,5g de soja; 2,59 de amido; 2,59 de dextrose e
2% de feno de Urochloa decumbens para um litro de dgua destilada de acordo como descrito por
Freitas [68].

As cepas dos fungos utilizados foram provenientes do rimen de novilhos Nelore criados
em sistema extensivo em pastagem Urochloa decumbens, com suplementacdo mineral contendo
ureia [12]. Foram identificados pelo sequenciamento do DNA ribossomal obtido da amplificacdo
da regido ITS do rDNA utilizando-se os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) [21]. Os produtos foram analisados em DYEnamicTM
(AmershamBiosciences, EUA) utilizando o sistema de sequenciacdo automatizado
MegaBACETM 1000, GenomeAnalysis Center e Gene Expression. As sequéncias obtidas foram
analisadas utilizando BLASTN v. 2.215 de BLAST 2.0 [22]. Considerou-se como essa espécie 0
isolado com similaridade de 99% ou mais, e sequéncias foram depositadas no GenBank,

Aspergillus terreus [KF781532] e Trichoderma longibrachiatum [KF781535].
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As cepas foram selecionadas por estarem presente em maiores proporcGes no trato
digestério de bovinos, por ndo produzem micotoxinas, por ndo terem relatos de micoses
ocasionados as espécies e pela maior producdo de enzimas fibroliticas [12,14].

Coleta das amostras

No inicio e no final do periodo experimental os animais foram pesados com jejum de
solidos de aproximadamente 16 horas, e a cada 15 dias todos os animais foram pesados, antes do
arracoamento, a fim de minimizar as diferencas de enchimento entre os animais.

Apos 55 dias de experimentacdo, foram coletados oito ml de sangue por venopungdo da
jugular e armazenado em tubos contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), acondicionados
em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel. Os bezerros foram imobilizados em brete de
contencdo e as coletas foram realizadas no periodo de sete as 11 horas da manhd, apos jejum
prévio de 16 horas.

Em um periodo de até quatro horas, foram realizados os hemogramas (eritrocitos,
hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas, leucdcitos, segmentados,
eosindfilos, mondcitos e linfocitos) em aparelho eletrdnico de contagem (BC 2.800 Vet, Mindray
Medical International LTDA, China). Os perfis bioguimicos (glicose, ureia, creatinina, proteinas
totais, albumina, globulina, alanina aminotransferase (ALT) e fostase acalina) foram
determinados utilizando-se kits comerciais (Labtest Diagnostica S.A., Belo Horizonte, Brasil).

Apds obtencdo das amostras de sangue, realizou-se as coletas do fluido ruminal e das fezes.
Na parte ventral do abddémen esquerdo, abaixo cranialmente da articulacdo do joelho, com
aproximadamente 5 cm? foram realizadas a tricotomia e a assepsia, com solucdo de
Polivinilpirrolidona-lodo (lodo-PVP 1%). Foram puncionados aproximadamente 15 ml de fluido
ruminal, com o auxilio de cateter, acoplado a seringas estéreis. Antes da coleta de fezes, foi
realizada a assepsia da regido perianal com 0 mesmo antisséptico e amostras de aproximadamente
100 gramas foram coletadas diretamente da ampola retal com uso de luvas e sacos plasticos
estéreis. As amostras foram armazenadas por até uma hora e transportadas em caixas isotérmicas

contendo gelo reciclavel [12].
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Caracterizacao Fisico-Quimica do Fluido Ruminal

Em subamostras de 5 ml do fluido ruminal foram avaliadas a cor, odor e a viscosidade. A
atividade microbiana foi estimada pelo teste de reducéo em azul de metileno (PRAM) a 0,03%, e
o potencial de hidrogénio (pH) foi determinado com o auxilio de um potencidmetro digital
(GEHAKA®, Séo Paulo, Brasil) [23].

Analises dos microrganismos aerdbios e anaerébios facultativos

Para o cultivo microbiano, as fezes e fluido ruminal foram manipulados em capela de fluxo
laminar, para promover diluicdes decimais em tubos contendo solucdo salina estéril.
Posteriormente, aliquotas das dilui¢des 10%,10* e 106 foram inoculadas em placas de Petri estéreis
contendo 0 meio agar Mac-Conkey (KASVI®, Teramo, Italia) e das diluicdes 103,10° e 107 em
placas contendo &gar Sabouraud (ACUMEDIA®, Michigan, Estados Unidos). As placas foram
incubadas a 37°C em estufa BOD e monitoradas, para o crescimento por 48 horas para
Enterobacteriaceae e até sete dias para dos fungos [24]. As UFC/mL ou UFC/g foram
quantificadas com o auxilio de um contador de colénias.

A identificacdo dos géneros de Enterobacteriaceae mais frequentes ocorreu apos
reisolamento e o crescimento em placas contendo agar Mac-Conkey em estufa a 37°C por 24
horas. Apos o crescimento exponencial, cada isolado foi inoculado em tubos contendo meio Rugai
e Araujo, modificado por Pessoa e Silva. Nessa classificacdo foram consideradas a capacidade de
producdo de indol e sulfetos e gases, a utilizacdo de triptofano, lisina, glicose, sacarose, ureia,
producdo de indol e sulfetos e a motilidade [24,25].

Para a identificacdo dos géneros de fungos micelianos foram realizados microcultivos de
23 isolados provenientes do fluido ruminal e das fezes dos bezerros. As caracteristicas
micromorfoldgicas foram evidenciadas em microscopio 6ptico nas objetivas de 10 e 40X,
considerando as caracteristicas descritas por Lacaz et al. [26] e Germain; Summerbel [27].

Para analises dos protozoarios do ramen, amostras de 100 pl dos fluidos ruminais foram
diluidos em 900 pl de solugédo de formaldeido a 10% para conservagao das estruturas morfologicas

desses eucariotos [28].
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Para a quantificacdo, foram realizadas dilui¢cdes decimais em solucdo salina estéril,
classificando-se protozoérios pequenos (40 x 60 pum), médios (100 x 150 um) e grandes (100 x
150 um), em camara de Sedgewick Rafter (S52 glass, Pyser-SGI, Edenbridge, Kent, UK), em
microscopio éptico em objetiva de 10x [23].

Para identificacdo, foram avaliadas aliquotas das dilui¢des 10, juntamente com uma gota
de lugol em laminas de microscopia, para visualizagcdo em microscopio Optico das microestruturas
dos protozoarios [29]. Utilizou-se objetiva de 40x, para analisar aproximadamente 700
protozodarios por animal que foram classificados e identificados de acordo com a chave descrita
em Dehority [28]. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.

Anélises Estatisticas

Ap0s andlise exploratoria (teste de Liliefors e teste de Cochran e Bartlett), para anélise das
populagBes microbianas, as concentragdes foram transformadas em log10 (x+10).

O ganho de peso diério (GPD) foi calculado a partir do coeficiente de inclina¢do da reta
resultante da regressdo das medidas individuais de peso corporal sem jejum em funcéo do tempo,
utilizando o procedimento REG do SAS (2004).

As caracteristicas de desempenho, pH ruminal, pardmetros sanguineos (eritrdcitos,
hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, CHMC, plaquetas, leucdcitos, linfocitos) e parametros
bioquimicos (proteinas totais, albumina, globulina, ureia, creatinina, glicose e ALT) que
apresentaram distribuicdo normal, pelo teste de Shapiro-Wilk, foram submetidos a analise de
variancia utilizando PROC GLM do SAS (2004). O modelo incluiu os efeitos do sexo como bloco
e PCI como covariavel e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O PRAM, variaveis microbiol6gicas ruminais e das fezes (Enterobacteriaceae, fungos
micelianos e leveduras), protozoarios ruminais e parametros sanguineos (segmentados,
eosinofilos, mondcitos e fosfatase alcalina) que ndo apresentaram distribui¢do normal pelo teste
de Shapiro-Wilk, foram submetidas ao teste de Kruskall-Wallis a 5% de probabilidade e as
frequéncias dos géneros bacterianos e fungicos foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado

(P=0,01), utilizando PROC NPARLWAY do SAS (2004).
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RESULTADOS
Desempenho

Os animais suplementados com os fungos ruminais na dieta ndo apresentaram diferencas
significativas (P>0,05) no GPD, peso corporal final (PCF) e ganho de peso total (GPT) como

demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Médias e desvio padrao (dp) do ganho de peso diario (GPD), ganho de peso total (GPT),
peso corporal final (PCF), reducdo em azul de metileno (PRAM) e potencial de hidrogénio (pH)

de bezerros Nelore suplementados ou ndo com os fungos ruminais.

Variaveis Controle Suplementados! dp Valor de P

Desempenho

GPD (kg/dia) 0,44 0,48 0,19 0,252
GPT (kg) 24,00 26,63 10,82 0,26°
PCF (kg) 294,38 275,13 38,00 0,792
Fluido Ruminal

PRAM 6mine35seg 3mine3lseg 3 mine27seg 0,14°
pH 7,43 7,15 0,29 *0,022

Nota: Min= minutos, Seg= segundos.

aTeste de comparacdo de média pelo teste de Tukey, com 5% de significancia.

Teste de comparacdo de média pelo teste de Kruskall-Wallis, com 5% de significancia.
1Suplementacdo com fungos anaerdbios facultativos: Aspergillus terreus (isolado VN 15) e

Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20).

Andlises fisico-quimicas e macroscopica do fluido ruminal

As caracteristicas de cor, odor, viscosidade ndo foram influenciadas significativamente
pela suplementacdo com os fungos ruminais na dieta (P>0,05 — Tabela 2). A atividade da
microbiota ruminal apresentou-se ativa, sendo observado o PRAM entre trés e seis minutos,
contundo também néo sofreu influéncia da suplementacdo (P>0,05 — Tabela 2). J& o pH do fluido
ruminal foi influenciado pela suplementacéo, sendo menor para nos animais suplementados em

relagdo aos néo suplementados (P>0,05 — Tabela 2).

Quantificacao e identificacdo dos géneros de Enterobacteriaceae

60




A presenca de bastonetes Gram negativos, anaerdbios facultativos, como os da familia
Enterobacteriaceae, foi verificada em todas as amostradas do fluido ruminal e fezes dos bezerros
avaliados. As concentracGes médias dessas bactérias ndo foram influenciadas pela suplementagéo
com os fungos ruminais na dieta dos bezerros (P>0,05 — Tabela 3). Em relagdo as enterobactérias
fermentadoras (Lac+) e as ndo fermentadoras da (Lac-), a concentracdo média também néo foram

influenciadas pela suplementagéo (P>0,05 — Tabela 3).

Tabela 3. Médias de unidades formadoras de colénias (UFC) e desvio padrdo (dp) de
Enterobacteriaceae, fungos micelianos e leveduriformes isolados do fluido ruminal e das fezes de

bezerros Nelore suplementados ou ndo com os fungos ruminais.

Variaveis Controle Suplementados® dp Valor de P

Fluido Ruminal (UFC/mL)

Enterobacteriaceae 8,9 x10° 1,2x10° 1,2 x 10° 0,20
Lac + 7,4x10° 8,6 x 10* 1,0 x 108 0,17
Lac - 1,5x 10° 3,2x10* 1,9x10° 0,15
Fungos Micelianos 15x 104 7,6 x10° 2,0 x 104 0,75
Leveduras 5,8 x 10* 5,5 x 10* 1,1x10° 0,87
Fezes (UFC/g)

Enterobacteriaceae 1,4 x 108 9,0x 10° 1,7 x 108 0,52
Lac + 1,2 x 108 8,8 x 10° 1,6 x 108 0,59
Lac - 1,7 x10° 1,8 x 10* 2,2x10° 0,28
Fungos Micelianos 2,6 x 10° 3,2x10° 4,2 x 10° 0,99
Leveduras 1,1 x 108 2,1x 107 2,8 x 107 0,83

Nota: Teste de Kruskall-Wallis, com 5% de significancia.

Lac+= Enterobacteriaceae fermentadoras da lactose, Lac-= Enterobacteriaceae ndo fermentadoras
da lactose.

1Suplementacdo com fungos anaerébios facultativos: Aspergillus terreus (isolado VN 15)e

Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20).

Foram identificadas presuntivamente 32 col6nias de Enterobacteriaceae e verificou-se que,
entre os grupos de bezerros avaliados e os sitio, fluido ruminal e fezes, ndo se constatou diferencas
significativas (P>0,05) em relacdo aos géneros dessas bactérias (Tabela 5). Ao avaliar as

frequéncias de todos os isolados avaliados, constatou-se que Escherichia spp. apresentou
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frequéncia de distribuicdo semelhante a Enterobacter spp. (P>0,01) e foram mais frequentes que

Proteus spp. e Providencia spp. (P>0,01 — Tabela 5).

Tabela 4. Distribuicdo de géneros de Enterobacteriaceae isoladas do fluido ruminal e das fezes

de bezerros Nelore suplementados ou ndo com os fungos ruminais.

Fluido Ruminal Fezes
Géneros T(I)\;[al Controle Suplementadost Controle Suplementadost!

n % n % n % n %
Escherichia spp. 15** 1 7 3 20 5 33 6 40
Enterobacter spp. 10** 5 50 3 30 1 10 1 10
Proteus spp. 5 1 20 2 40 1 20 1 20
Providencia spp. 2 1 50 - - 1 50 - -
Total 32 8 8 8 8

Nota: *Valores significativamente maiores quando comparados entre os tratamentos e entre 0s
géneros pelo teste de Qui-quadrado (P=0,01).
ISuplementacdo com fungos anaerdbios facultativos: Aspergillus terreus (isolado VN 15) e

Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20).

Quantificacdo e identificacdo dos géneros de fungos anaerobicos facultativos

A concentragdo média de fungos anaerobicos facultativos micelianos e leveduras do fluido
ruminal (média geral 6,2 x 10*+ 1,1 x 10° UFC/mL) e nas fezes (média geral 2,1 x 10"+ 3,9 x 10’
UFC/g), ndo sofreram influéncia significativa (P>0,05) pela suplementacdo dos fungos na dieta
(Tabela 3).

O género de fungos micelianos mais frequentemente identificado nas amostras de fluido
ruminal e fezes dos bezerros foi Aspergillus spp. (Tabela 5). Foi possivel a detec¢do de dois
isolados de Trichoderma spp. no fluido ruminal dos animais suplementados e a de um isolado de

Paecillomyces spp. nas fezes de um animal do grupo controle (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicdo de géneros de fungos micelianos isolados do fluido ruminal e das fezes de

bezerros Nelore suplementados ou ndo com os fungos ruminais.

Fluido Ruminal Fezes
Géneros T(I)\':al Controle Suplementados! Controle Suplementados®
n % n % n % n %
Aspergillus spp. 20* 5 25 5 25 6 30 4 20
Trichoderma spp. 2 - - 2 100 - - - -
Paecillomyces spp. 1 - - - - 1 100 - -
Total 23 5 7 7 7

Nota: "Valor significativamente superior quando comparados entre os tratamentos e entre 0s
géneros pelo teste de Qui-quadrado (p=0,01).
1Suplementacdo com fungos anaerdbios facultativos: Aspergillus terreus (isolado VN 15) e

Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20).

Quantificacdo e identificagdo dos géneros dos protozoarios

A suplementacdo com os fungos ruminais na dieta ndo influenciou (P>0,05) na
concentracao total e nas subpopulagdes dos protozoarios (pequenos, médios e grandes) no fluido
ruminal (Tabela 6). Neste estudo foram identificados 11.246 ciliados do fluido ruminal. Ao
analisar o perfil de distribuicdo dos géneros, constatou-se que Eodinium spp. foram detectados

somente nos animais suplementados com os fungos (P<0,05 — Tabela 6).

63




Tabela 6. Concentracdes médias, desvio padréo (dp) e distribuicdo géneros dos protozoarios no

fluido ruminal de bezerros Nelore suplementados ou ndo com os fungos ruminais.

o Controle Suplementados? Valor de
Variaveis
n (/mL) % n (/mL) % P

Classificagéo por tamanho
Pequenos® 50,3+61,8 7,0 41,7 £33,2 6,1 0,75
Médios? 624,6 + 163,6 87,2 582,5 + 216,6 84,5 0,40
Grandes? 41,8 +47.2 5,8 64,9 £ 60,9 9,4 0,37
Classificagdo dos géneros
Buetschlia spp. 349+551 4,9 24,0+ 30,3 35 0,74
Isotricha spp. 67,5 +£53,2 94 86,5 + 35,2 12,6 0,26
Dasytricha spp. 37,0+ 39,7 5,2 65,7 £48,3 9,5 0,26
Charonina spp. 154+ 32,2 2,1 17,7 +131 2,6 0,21
Entodinium spp. 440,5 £ 136,8 61,3 370,6 +203,5 53,8 0,24
Diplodinium spp. 28,6 £ 29,9 4,0 246+120 3,0 0,91
Eodinium spp. 0,0 0,0 6,9+11,2 1,0 *0,02
Eremoplaston spp. 11+22 0,2 16+4,6 0,2 0,64
Eudiplodinium spp. 14,7 £ 15,7 2,1 249+315 3,6 0,70
Diploplastronspp. 276+294 3,9 16,2 +13,8 2,4 0,70
Polyplastron spp. 13,1+£18,3 1.8 49+6,9 0,7 0,45
Ostracodiniumspp. 11,6 +£16,9 1,6 3,758 0,5 0,58
Elytroplastron spp. 70+12,6 1,0 3,1+59 0,5 0,52
Metadinium spp. 135+16,9 1,9 145+115 2,1 0,55
Enoploplastron spp. 04+11 0,1 1,2+35 0,2 0,92
Ophyroscolex spp. 04+£11 0,1 20,6 44,9 3,0 0,19
Epidinium spp. 44+82 0,6 3,7+10,6 0,5 0,64

Total 716,6 +141 .4 100 689,1 + 254,3 100 0,67

Nota: Teste de comparacdo de média pelo teste Kruskall-Wallis, com 5% de significancia.
1Suplementacdo com fungos anaerdbios facultativos: Aspergillus terreus (isolado VN 15) e
Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20).

2Pequeno (até 40 x 60um), médio (até 100 x 150um) e grande (maior do que 100 x 150um) [23].

Anélises dos parametros sanguineos
Neste estudo constatou-se que a suplementagdo com fungos autdctones inferiu

significativamente em duas variaveis do eritrograma, diminuindo a concentracdo média de
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eritrocitos (7,0 £ 0,7 x 10%/uL) e hemoglobina (11,5 + 1,1 g/dL) (P<0,05 - Tabela 7). Entre as
demais células do eritrograma, leucograma e plaquetograma ndo houve diferengas significativas

e esses 0s valores estdo dentro dos valores de referéncias (P>0,05 - Tabela 7).

Tabela 7. Concentracbes meédias e desvio padrdo (dp) do eritrograma, leucograma e

plaguetograma de bezerros Nelore suplementados ou ndo com os fungos ruminais.

o Valor de Valores de
Variaveis Controle Suplementadost )
P referéncia?
Eritrdcitos (10%/uL) 76+0,6 7007 *0,012 50-10
Hemoglobina (g/dL) 123+0,8 115+£1,1 *0,022 8,0-15
Hematocrito (%) 282+2,1 276+3,1 0,352 24 — 46
VCM (u3) 372+2,7 39,7147 0,142 40 - 60
HCM (%) 16,2+ 0,6 166 +1,1 0,232 14,8 - 18,6
CHMC (%) 436 +£2,0 420+25 0,112 30-36
Plaquetas (10/uL) 565 + 262 513 +431 0,182 100 - 800
Leucdcitos (10%/uL) 89+15 90+18 0,99° 4,0-12,0
Segmentados
2,7+0,9 2609 0,91° 0,6-4,0
(10%/uL)
Eosindfilos (10%/uL) 0,2+0,1 0,2+0,2 0,83° 0-24
Mondcitos (/L) 251,4 +354,8 38,1+75,7 0,20° 25 -840
Linfécitos (10%/uL) 58+0,8 6,2+17 0,992 25-75

Nota: VCM= Volume Corpuscular Médio, HCM= Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM=
Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

aTeste de comparacdo de média pelo teste de Tukey, com 5% de significancia.

bTeste de comparacdo de média pelo teste de Kruskall-Wallis, com 5% de significancia.
1Suplementacdo com fungos anaerdbios facultativos: Aspergillus terreus (isolado VN 15) e
Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20).

?[30]

Em relacdo ao perfil bioguimico sérico ndo foram detectadas diferencas significativas nos
bezerros suplementados em sua dieta com fungos anaerébicos autdctones (P>0,05 -Tabela 8).
Contudo os valores da albumina, ALT e ureia estavam abaixo dos valores de referéncia, e a

glicose, globulina e proteina total apresentavam acima dos valores de referéncias para bovinos.
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Tabela 8. Concentra¢es médias e desvio padrdo (dp) do perfil bioguimico sérico de bezerros

Nelore suplementados ou ndo com os fungos ruminais.

L Valor de Valor de
Variaveis Controle Suplementados! o
P referéncia
Albumina (g/dL) 22+05 23+04 0,592 2.6 -3.62
ALT (U/L) 324+74 30,1+3,9 0,422 78-1323
Creatinina (mg/dL) 1,7+£0,2 1,7+£0,3 0,862 1,0—2,02
Fosfatase alcalina
263,6 £110,6 343,1+884 0,11° 0 — 490*
(U/L)
Glicose (mg/dL) 93,8+19,3 84,0+£12,0 0,132 45— 754
Globulina (g/dL) 46+0,7 45+12 0,582 2.6 —4.0%
Proteina Total (g/dL) 6,9+0,7 6,8+0,9 0,932 6,5—7,42
Ureia (mg/dL) 120+1,8 128+24 0,242 23 — 58?2

Nota: ALT= alanina aminotransferase.

aTeste de comparagdo de média pelo teste de Tukey, com 5% de significancia.

bTeste de comparacdo de média pelo teste de Kruskall-Wallis, com 5% de significancia.

1Suplementacdo com fungos anaerdbios facultativos: Aspergillus terreus (isolado VN 15) e

Trichoderma longibrachiatum (isolado VN 20).

?[31]; °[32]; *[30]

DISCUSSAO

Desempenho

Neste estudo, a suplementagdo com os dois fungos anaerébicos facultativos do rimen néo

alterou significativamente (P>0,05) o desempenho dos animais (Tabela 2). Adicionalmente

diferentes fatores como o tipo de microrganismo utilizado e sua dosagem, a natureza da dieta, 0

status fisiol6gico do animal e a estratégia de alimentacdo [33, 34, 35], poderiam ser atribuidos ha

ndo influéncia desses fungos microbiana ao desempenho dos bezerros do presente estudo. Os

animais deste estudo estavam recebendo dietas balanceadas e dessa forma os fungos néo teria

contribuido para o0 melhor desempenho desses animais que receberam a forragem lignificada.

Outro estudo também constatou que o GPD (1,47 kg/dia) ndo foi influenciado (P>0,05)

pela adicdo de enzimas amilases de Aspergillus awamori em touros Nelore terminados em

confinamento, com média de 24 meses, recebendo como volumoso feno de Tifton [37]. Contudo,
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Lopez Aguirre et al. [38], observaram que em ovinos da raga Pelibuey recém desmamados com
60 dias de idade, alimentados com capim Buffel (Cenchrus Ciliaris L.) e suplementados com
enzimas exogenas de Trichoderma longibrachiatum, apresentaram melhorias no GPD e no GPT

em relacdo ao controle.

Andlises fisico-quimicas e macroscopica do fluido ruminal

Neste estudo caracteristicas fisicas como a cor (castanho), o odor (aromatico) e a
viscosidade (aquoso) do fluido ruminal n&o sofreram influencia estatisticamente pela
suplementagdo com os fungos e estiveram compativeis com a dieta ofertada [23]. O PRAM
também n&o foi influenciado pela suplementacéo com fungos e todos os bezerros suplementados
apresentaram a microbiota ruminal ativa segundo Dirksen [23]. Estudo com bezerros Nelore,
alimentados em pastagem de Urochloa brizantha sem suplementacio, apresentaram PRAM
acima de trés minutos e a atividade microbiana foi considerada levemente inativa [12]. Para
Dirksen [23], o odor (aromatico) e a viscosidade (aquosa) sugerem que o fluido ruminal dos
animais esta levemente ativo e em dietas pobres em energia e proteina ou com jejum prolongado
o tempo de reducdo pode-se estende por mais de 15 minutos.

O pH do fluido ruminal dos bezerros avaliados esteve dentro da faixa de normalidade
apesar de ter sido 3,76% inferior para aqueles ndo suplementados. A adicdo de fungos e/ou
enzimas fangicas na dieta de ruminantes, pode melhorar a microbiota, estabilizar o pH ruminal,
e promover a degradacdo microbiana da parede celular das plantas [39,40]. Mathieu et al. [41]
observaram que apos utilizacdo Aspergillus orizae melhorou em 2,68% o pH ruminal de ovelhas.
Beharka e Nagaraja [42], concluiram que a inclusdo de Aspergillus orizae podem estabilizar o pH
ruminal, sendo benéfico em dietas ricas em grédos em ruminantes. O pH ideal para o fluido ruminal
é considerado normal entre a faixa de 5,5 a 7,6, e € vital para a sobrevivéncia e a estabilidade dos
microrganismos celuloliticos do rimen, visto que esse sdo muito sensiveis a pequenas mudancas

no nivel do pH [23].

Quantificacdo e identificacdo dos géneros de Enterobacteriaceae
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As populacdes de bactérias dessa familia ndo foram influenciadas pela inclusdo dos fungos
ruminais. As concentracGes dessas bactérias no fluido ruminal foram préximas aquelas descritas
por Vieira et al. [8] de 1,0 x 10* UFC/mL em bezerros Nelore machos de seis a sete meses de
idade e mantidos em pastagem tropical, sem suplementacdo. Mesmo residentes naturais do trato
intestinal de bovinos, as Enterobacteriaceae sdo frequemente descritas dentro do ambiente
ruminal, porém suas relacdes ainda ndo foram totalmente elucidadas [6, 43].

Neste estudo ndo foi observada influéncia da suplementacdo com os fungos na eliminagéo
fecal dessas bactérias. Em outra pesquisa, Stellaa et al. [44], também constaram que a
suplementagdo com cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae (CNCM 1-1077) em caprinos
da raca Saanen, alimentados silagem de triticale (X Triticosecale Wittmack), ndo alterou as
concentracOes de eliminagdo fecais dessas bactérias em relacdo animais do grupo controle ap6s
60 dias de experimentacéo.

Considerando o perfil de géneros da Enterobacteriaceae, Escherichia spp. e o Enterobacter
spp. foram o mais identificado com 46,9% e 31,2% respectivamente. Hassan et al. [45], ao
avaliarem o efeito da suplementacdo Saccharomyces cerevisiae na dieta de bezerros mesticos
Friesian x Baladi, no periodo de transicdo da alimentacdo do leite para o feno de berseem
(Trifolium alexandrinum) constataram, semelhantemente ao presente estudo o género o
Escherichia spp. foi o mais identificado. Contudo, sabe-se que o tipo e frequéncia da dieta
exercem influéncia no pH ruminal, que consequentemente interfere no crescimento microbiano

dessas bactérias [46, 47].

Quantificacdo e identificacdo dos géneros de fungos anaerobicos facultativos

Neste estudo, a concentracdo média dos fungos anaer6bicos facultativos micelianos e
leveduras do fluido ruminal e nas fezes ndo sofreram influéncia significativa pela suplementacao
dos fungos na dieta. As concentracdes detectadas para esses fungos, neste presente estudo séo
superiores aqueles descritos por Abrao et al. [12], que detectaram média de 3,3 x 103 UFC/mL
em amostras do fluido ruminal de bezerros Nelores, alimentados exclusivamente em pastagens

Urochloa decumbens e Urochloa brizantha de baixo valor nutricional e sem suplementacdo no
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Norte de Minas Gerais. Esses fungos anaerdbios facultativos seriam capazes de colonizar e
apresentar atividade celulolitica e hemiceluloliticas, importantes para degradacao das fibras dos
tecidos vegetais, principalmente em forragens tropicais [12, 13].

O género de fungos micelianos mais frequentemente identificado nos fluido ruminal e nas
fezes dos bezerros foi Aspergillus spp.. Foi possivel a identificacdo de dois isolados do fungo
Trichoderma spp. no fluido ruminal dos suplementados indicando que esses fungos poderiam
permanecer viavel no ambiente ruminal

O principal género detectado neste estudo (Aspergillus spp.) foi também o mais frequente
em amostras de bezerros Nelores, alimentados em pastagem de Uroclhoa spp., sem
suplementagdo, durante a estagdo seca [12]. O predominio desse género poderia ser justificado
devido versatilidade e eficiéncia na catabolizagdo de diferentes fontes de carbonos, incluindo

celulose lignificada por esses microrganismos [14, 48].

Quantificacdo e identificagdo dos géneros dos protozoarios

Os protozoarios do rimen desempenham um papel importante no metabolismo dos
nutrientes e no equilibrio ambiental do rimen, sendo responsavel por 40% do nitrogénio (N) total
e 60% do produto final da fermentacdo [49,50]. Sendo encontrados nas primeiras seis semanas de
vida do animal, principalmente os do género Entodinium spp. [50].

Neste estudo a suplementacdo com os fungos anaerdbicos facultativos autoctones nédo
influenciou a concentracdo média desses ciliados. Em estudo com bezerros Nelore de ambos 0s
sexos, com a mesma faixa etéria e alimentacdo similar a deste estudo, porém sem suplementacéao
com os fungos, Duarte et al. [51], detectaram uma populacdo superior de protozoarios (1,7 £ 9,1
x 10%/mL) no fluido ruminal. A menor concentracgdo de ciliados observada nos bezerros avaliados
neste estudo poderia ser justificada pelas condi¢fes nutricionais do feno utilizado, que
apresentaram baixos teores de proteinas e altas propor¢des de lignina e pelo fato que os animais
permaneceram em baias isoladas, o que poderia ter influenciado na colonizacao.

Os ciliados sdo altamente proteoliticos e sdo responsaveis pela rotatividade de grande parte

da proteina microbiana ruminal, por causa da predacdo bacteriana [69,70]. Além disso, 0s
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protozoarios também contribuem para estabilidade do pH ruminal por meio da absor¢do do amido
e da metabolizagdo do lactato, reduzindo o risco de acidose ruminal, e adicionalmente alguns
ciliados contribuem significativamente para a degradacao da fibra vegetal [49].

Foram observados no total, 17 géneros de protozoarios neste estudo. Assim como descrito
por Wright [54] os géneros Entodinium, Isotricha e Dasytricha foram os mais frequentes nos
bezerros avaliados. Em outro estudo, Duarte et al. [51], avaliaram em bezerros Nelore, criados
em pastagens tropicais no periodo da seca e constatou-se que, Buetschilia spp. representou o
género ciliado ruminal mais frequente no rimen. A diversidade dos géneros desses eucariotos
pode indicar um ambiente ruminal saudavel, mesmo na estacéo seca, quando diferentes grupos de
ciliados encontraram condi¢des necessarias para o seu estabelecimento [56,57].

Entre 17 os géneros de ciliados, constatou-se o Eodinium spp. foram detectados somente
nos animais suplementados com os fungos. Esse género de protozoarios faz parte da familia
Ophryoscolecidae que sdo caracterizados preferencialmente como celuloliticos [62] e seriam
importantes para a degradac&o de celulose presente na forragem utilizada. Silva et al. [57] e Nigri
et al. [55] também constaram o género Eodinium spp. entre os mais frequentes em novilhos

Nelhore alimentados com feno de Urochloa spp. sem suplementacéo.

Analises dos parametros sanguineos

Apesar dos animais suplementados com os fungos celuloliticos apresentarem diminuicao
na concentracdo média de eritrocitos e hemoglobina, em relagcdo ao grupo controle. Entretanto
essas variaveis estavam dentro da faixa de referéncia para bovinos. Adicionalmente as demais
células do eritrograma, leucograma e o plaquetograma ndo foram influenciadas pela inoculacao
com os fungos e esses os valores estdao também dentro dos valores de referéncias. Futuros estudos
devem elucidar a influéncia da suplementacdo com esses fungos ou seus metabolitos na dieta
sobre 0 hemograma de bovinos, apesar de terem apresentado ganho de peso compativel com a
idade e dieta fornecida. Kapadiya et al. [59] também constaram reducdo na concentracdo de
hemoglobina (9,07 + 0,08 g/dL) em bezerros mestigos Holstein Friesian x Kankrej, alimentados

com feno de sorgo e suplementados com enzimas exdgenas de Aspergillus spp. Diferentemente,
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Piamphon et al. [60], relataram que em bezerros mesticos Brahman x raca nativa da Tailandia,
recebendo capim Naiper fermentado com Aspergillus niger, a concentracdo da hemoglobina (11,0
g/dL) ndo foi alterada em relagdo ao controle.

Variaveis como idade, sexo, exercicio e estado emocional devem ser consideradas ao
estabelecer valores de referéncias para bovinos [61]. Em outra pesquisa, apds o desmame, 0S
bezerros da zebuinos, sem suplementacdo apresentaram concentracdo sérica de adrenalina e
manutencdo da concentracdo de cortisol, associadas a maiores contagens de leucécitos,
neutrofilos e linfécitos [62], que ndo foram constatados no presente estudo.

Quanto ao perfil bioquimico sérico ndo foram detectadas diferencas significativas nos
bezerros suplementados com os fungos avaliados. Contudo, para ambos grupos de bezerros os
valores da albumina, ALT e ureia estavam abaixo dos valores de referéncia, e as concentracdes
média da glicose, globulina e da proteina total apresentavam acima dos valores de referéncias
para bovinos. Semelhante a este estudo, Kapadiya et al. [59] ndo constaram a influéncia da
suplementagdo de enzimas exdgenas de Aspergillus spp. sobre as nas concentragdes de glicose
(83.72 £ 2.27 mg/dL) e proteina total (6.10 £ 0.09 g/dL) no perfil bioquimico sérico dos bezerros
mesticos Holstein Friesian x Kankrej, e ainda a concentracdo da glicose estava acima dos valores
de referéncia, como neste presente estudo. Piamphon et al. [60], também observou que bezerros
mesticos Brahman x raca nativa da Tailandia, recebendo capim Naiper fermentado com
Aspergillus niger também ndo houve diferencas no perfil bioguimico dos animais analisado,
sendo glicose (74,5 mg/dL), creatinina (1,0 mg/dL), ALT (98,0 U/L).

Os valores de albumina e ureia para os bezerros de ambos os grupos avaliados neste estudo,
estiveram abaixo dos valores de referéncia para bovinos. Essa reducdo poderia estar relacionada
ao baixo teor de proteinas do feno ofertado aos animais e pelo estresse p6s desmane. A
concentracao sérica de albumina é o parametro bioquimico mais sensivel para avaliar o status
nutricional, valores baixos desse parametro sugerem inadequado consumo de proteinas [63]. As
concentracOes séricas de ureia sdo influenciadas diretamente pela quantidade de nitrogénio

proteico ingerido, e também, por sua absorcdo [64]. A reducdo dos valores dessas duas variaveis,
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no presente estudo poderiam sugerir que a dieta fornecida ndo atendenria as necessidades desses
animais em crescimento. o que deve ser elucidados em futuros estudos.

A enzima citoplasmatica ALT catalisa a transaminagdo de a-cetoglutarato e L-alanina,
formando glutamato e piruvato e pode desempenhar um papel importante no metabolismo
proteico e seus niveis elevados estdo associados a lesdes e a necroses hepéaticas em ruminantes
[65,66]. Portanto, o valor dessa enzima detectados nos bezerros avaliados podeiram indicar que a
inclusdo dos fungos ndo seria hepatotoxica.

Apesar de os niveis de glicose de bezerros de ambos o0s grupos avaliados estarem acima
dos valores de referéncia, Drackley [67] afirma que esse parametro, € 0 menos indicado para
avaliar o status energético, pois a glicemia é facilmente alterada em funcbes de mudancas
nutricionais, e é sensivel a alteragdes em funcéo de fatores estressantes. Os valores das globulinas
também estiveram acima da faixa de referéncia. Segundo Kaneko et al. [30], o aumento da
concentracdo de globulinas plasmaésticas esta relacionado a resposta imune do organismo animal
a possiveis desafios infecciosos, entretanto os valores de varidveis do leucograma dos bezerros
avaliados neste estudo estiveram dentro da faixa de normalidade para a espécie.

Neste estudo a suplementacdo com cepas dos fungos celuloticos, ndo alterou
significativamente o perfil bioquimico sérico em relacéo ao grupo de bezerros ndo suplementados.
Todavia, é importante salientar a necessidade de futuros estudos, com o fornecimento de
diferentes doses, diferentes manejos e idades para a suplementacéo, para elucidar as elevacGes de
globulinas, glicose e reducGes de algumina e ureia observadas para 0s bezerros de ambos 0s

grupos avaliados em confinamento, ap6s o0 desmame.

CONCLUSAO

Conclui-se com esta pesquisa que a suplementacdo com os dois isolados de Aspergillus
terreus e Trichoderma longibrachiatum apresentam potencial para uso como possivel aditivos,
visto que ndo alterou os pardmetros fisioldgicos da composi¢do da microbiota anaerdbica

facultativa do rumen, das fezes e do sangue e adicionalmente favoreceu a presenca do género de
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ciliados Eodinium spp. Contudo, novo estudos devem ser realizados para definir melhor as

dosagens de utilizacdo deste na suplementacdo de bezerros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se com esta pesquisa que a suplementacdo com os dois isolados de Aspergillus
terreus e Trichoderma longibrachiatum apresentam potencial para uso como possivel aditivos,
visto que influenciou nos bovinos pardmetros como pH ruminal, a concentracdo média de
eritrécitos e da hemoglobina. Entretanto, o género de protozoérios Eodinium spp. foi identificado
somente nos bezerros suplementados. As demais varidveis microbioldgicas, sanguineas e de
desempenho ndo sé&o influenciadas pela suplementacéo. Contudo, novo estudos devem ser

realizados para definir melhor as dosagens de utilizagdo deste na suplementacéo de bezerros.
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