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PREFACIO

"Seja vocé quem for, seja qual for a posicao social que vocé tenha na vida, a mais
alta ou a mais baixa, tenha sempre como meta muita for¢a, muita determinacéo e
sempre faca tudo com muito amor e com muita fé em Deus, que um dia vocé
chega la. De alguma maneira vocé chega Ia."

Ayrton Senna
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RESUMO

Os aditivos biolégicos, como os probidticos, prebidticos e enzimas digestivas, ou
mesmo, a combinacdo destes componentes, comumente denominada de
simbidticos, tém se mostrado como uma alternativa para melhorar o desempenho
dos animais. Com a finalidade de observar os beneficios advindos dos simbioticos
com bactérias microencapsuladas em bovinos de leite, objetivou-se nessa
pesquisa, realizar uma meta-analise dos resultados obtidos em nivel de campo
com a utilizacdo de um produto simbiético no desempenho produtivo, reprodutivo
e na qualidade do leite de vacas leiteiras. Os dados foram coletados em 22
propriedades que utilizam o simbiético comercial Bioférmula Leite®, composto por
probioticos, prebidticos e enzimas fibroliticas. A dosagem utilizada em todas as
propriedades seguiu a indicagao do fabricante de 2 g/animal/dia. Foram coletadas
informacdes de qualidade do leite (Contagem de Células Sométicas - CCS, teores
de Gordura, Proteina e Sélidos Totais), foram registradas também as médias de
producdo dos animais ou quantidades entregues no laticinio, bem como os dados
reprodutivos, como datas das inseminagdes e dos partos. Esses dados foram
agrupados para realizacdo de uma meta-analise, que foi realizada de acordo com
os procedimentos de modelos mistos preconizados por St. Pierre. Foi realizada
uma analise de variancia usando o modelo misto, considerando a fazenda como
variavel aleatéria e o tratamento como efeito fixo, e o periodo aninhado na
fazenda. Para cada analise, foi utilizado o procedimento GLM do Minitab (Minitab,
Inc., State College, PA, EUA). O nivel de probabilidade de 0,05% foi utilizado para
determinar a significancia estatistica de cada efeito. Foi observada uma reducéo
significativa na média de CCS dos tanques (-41%), além de uma reducéo de 73
dias no IP. Nao foi constatado efeito significativo nos teores de gordura, proteina,
e solidos totais do leite. O aditivo simbidtico utilizado neste estudo demonstrou ser
uma ferramenta eficaz na reducao de células soméaticas no leite, bem como na
melhoria da fertilidade dos animais.

Palavras chave: contagem de células sométicas, enzimas digestivas, prebiéticos,
probidticos.
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ABSTRACT

Biological additives, such as probiotics, prebiotics and digestive enzymes, as well
as the combination of these components - commonly called synbiotics - are an
alternative to improve livestock performance. In order to evaluate the effects in
dairy cattle of a synbiotic containing microencapsulated bacteria, a meta- analysis
was conducted using results obtained on commercial farms. Variables included
milk production and quality, and reproductive performance. Data were collected on
22 farms feeding a commercial synbiotic composed of microencapsulated
probiotics, prebiotics and fibrolytic enzymes (Bioférmula Leite®). All herds followed
the manufacturer's recommended dosage of 2 g / animal / day. Information was
collected on bulk tank milk production and quality (Somatic Cell Count - SCC,and
contents of milk fat, protein and total solids), as well as reproductive data, such as
inseminations and calving dates. These data were pooled for meta-analysis, which
was performed according to the mixed models procedures recommended by St.
Pierre. An analysis of variance was performed, considering the farm as a random
variable and treatment as a fixed effect, with time period nested within farm. For
each analysis, we used the GLM procedure of Minitab (Minitab, Inc., State
College, PA, USA). A probability level of 0.05% was used to determine the
statistical significance of each effect. Treatment with the synbiotic produced
significant reductions in bulk tank SCC(-41%) , and in calving interval (- 73 days).
There was no significant effect on the contents of fat, protein, and total solids in
milk. The synbiotic additive used in this study proved to be an effective tool in the
reduction of somatic cells in milk, as well as improving the fertility of animals.

Keywords: digestive enzymes, prebiotics, probiotics, somatic cell count.



1 INTRODUCAO

Com o crescimento populacional e da renda média dos paises em
desenvolvimento, espera-se em 40 anos uma mudanga nos habitos alimentares
da populacdo mundial, onde os produtos de origem animal passardo a ser
responsaveis por 29% das calorias consumidas pela populagéo, contra cerca de
20% no ano de 2000 (PARKER, 2012).

Diante deste cenério, paises como o Brasil, cuja base da economia é o
setor agropecuario, € visto como grande responsavel pela producéo de alimentos
para o mundo. Todavia diante das dificuldades da abertura de novas areas, faz-se
necessario que a pecuaria brasileira busque formas mais eficientes de producao
(SORIO, 2012).

Neste sentido, assume grande importancia a utilizacdo de aditivos
zootécnicos melhoradores de desempenho, principalmente antibiéticos que tém
capacidade de ampliar a resposta animal e a qualidade de seus produtos. Por
isso, a utilizacdo de substancias antibidticas para manter a sanidade dos
rebanhos e melhorar o desempenho animal tem sido imprescindivel para garantir
uma boa produtividade e lucratividade do sistema produtivo.

Essa constatacdo se deve ao fato de que alguns antibiéticos possuem
tanto funcdo terapéutica e profildtica, como de promotores de crescimento.
Existem varias pesquisas voltadas para a aplicacdo destes compostos em
animais de producdo (SALLES & LUCCI et al. 2000; SALLES et al., 2001,
ZANINE et al., 2006), demonstrando os beneficios advindos de seus empregos, e
assim justificando a sua utilizacdo em escala comercial em varios paises, como
por exemplo, Brasil e Estados Unidos.

Porém, alguns mercados, como 0 europeu ja restringiram a utilizacéo
de antibiéticos na alimentacdo animal, devido ao seu potencial de provocar
resisténcia bacteriana (OJEU, 2013). Nesse contexto, foram langados alguns
desafios no intuito de viabilizar a implementacdo de estratégias de seguranca
alimentar efetivas e sustentaveis em todos os niveis da cadeia produtiva.

Estas preocupagbes com um produto final de qualidade, sem a

necessidade de utilizar antibidticos tém sido notadas em todos os elos da cadeia



de lacteos, estimulando o uso de estratégias alternativas que proporcionem
aumento de producdo, melhoria da satde dos animais e melhoria da qualidade do
leite, sem oferecer, no entanto, risco a saude humana ou animal. Atualmente
essas estratégias representam uma tendéncia no mercado.

Dessa forma, surgiu entdo o interesse em se avaliar alternativas para a
substituicdo dos melhoradores de desempenho, sendo que, uma dessas
alternativas seria os aditivos biolégicos, como os probidticos, prebidticos e
enzimas digestivas, ou mesmo, a combinacdo destes componentes, comumente
denominada de simbioticos.

Estes componentes tém sido considerados uma alternativa promissora
aos antibidticos, pois além de obter resultados satisfatérios em pesquisas
(BEAUCHEMIN et al., 2003; ELAM et al., 2003; NOCEK et al., 2003; SILVA et al.,
2009) ndo deixam residuos e ndo provocam uma possivel resisténcia bacteriana.

Os probidticos sdo organismos vivos, que quando introduzidos no trato
gastrintestinal (TGI) geram beneficios ao hospedeiro, devida a competicdo com
microrganismos patogénicos ou nao desejaveis no meio. Ja os prebidticos, sao
substratos para o desenvolvimento de microrganismos benéficos no trato
gastrintestinal. E a aplicacdo de enzimas digestivas, possui 0 objetivo de melhorar
0 aproveitamento dos nutrientes pelos animais, especialmente os alimentos
fibrosos, que séo de dificil degradacao, (KREHBIEL et al., 2003).

Sdo relatados na literatura cientifica resultados promissores
relacionados ao uso de prebidticos, probibticos e enzimas na producgéo (STEIN et
al., 2006; NOCEK & KAUTZ 2006; MAGNABOSCO et al., 2010) e na qualidade do
leite (NOCEK & KAUTZ, 2006; STEIN et al., 2006). No entanto, as pesquisas que
envolvem o uso conjunto destes aditivos (simbioticos) ainda séo incipientes.

O intuito de combinar estes componentes biolégicos € a
complementacdo sinérgica dos efeitos de cada um, maximizando os ganhos
observados e inferindo numa melhor resposta animal. Um melhor estado
nutricional e imunolégico pode ser obtido, por meio da utilizacdo de simbidticos, o
gue pode justificar seu emprego na pecuaria leiteira.

Outra técnica que pode potencializar o uso destes aditivos seria a
microencapsulacdo das cepas de bactérias probidticas, aumentando assim sua

resisténcia nas misturas com minerais ou concentrados, aumentando também sua



taxa de passagem pelo rumem, possibilitando sua ativacdo apenas no intestino,
potencializando assim seus efeitos.

A microcépsula pode ser definida como uma tecnologia desenvolvida
para recobrir particulas, microrganismos ou pequenas gotas de material liquido ou
gasoso, formando capsulas, que podem liberar seu conteddo em taxas
controladas ou sob condi¢fes especificas (MENEZES et al., 2013).

Estas podem ser projetadas para liberacdo gradual de ingredientes
ativos, em que o material de revestimento da capsula pode ser selecionado para
liberar o material microencapsulado em &reas especificas do organismo. Um
material de revestimento deve ser capaz de resistir a condicbes acidas do trato
digestivo superior, permitindo que 0s microrganismos ativos possam chegar no
intestino de maneira intacta (CHAMPAGNE et al., 2011).

Existem hoje no mercado, produtos que reunem todas essas
caracteristicas, com composi¢do mista e microencapsulados, e que sdo usados
por muitos produtores na busca de beneficios na atividade leiteira, gerando assim
uma grande quantidade de observacdes, que por sua vez podem ser analisadas
por meio de uma meta-analise.

A metodologia de meta-andlise utiliza técnicas estatisticas para
combinar em um Unico estudo os resultados de estudos independentes voltados a
uma unica questdo. Apesar de haver relatos da unido de estudos em uma Unica
base desde 1932, as publicacbes de MANTEL & HAENSZEL (1959) e de ST.
PIERRE (2001) sé@o consideradas como as bases estatisticas da meta-analise
moderna na area da biologia animal (LOVATTO et al., 2007).

O uso de dados individuais ou brutos em meta-analises foi relatado por
RILEY et al.,, (2010) em sua revisao, reforcando que esta metodologia pode
auxiliar ndo so6 no entendimento de resultados de varios estudos, mas também em
observacdes de campo sobre um mesmo tema.

Objetivou-se nessa pesquisa, realizar uma meta-analise dos resultados
obtidos em nivel de campo com a utilizacdo de um produto simbiético comercial
composto por probidticos microencapsulados, prebioticos e enzimas fibroliticas no

desempenho produtivo, reprodutivo e na qualidade do leite de vacas leiteiras.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Prebidticos

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento -
MAPA, os prébioticos sdo definidos como ingredientes que ndo sao digeridos
pelas enzimas digestivas do hospedeiro, mas que sdo fermentados pela
microbiota do trato gastrintestinal (TGI), originando substancias que estimulam
seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas, inibindo a
colonizagdo de bactérias patdgenas ou indesejaveis (MAPA, 2004). Alguns
acucares e peptideos nao digeriveis, lipideos, fibras, alcodis de acgUcares e
oligossacarideos se adéquam a este conceito de prebioticos.

Dentre estes compostos, 0s oligossacarideos sdo os mais estudados.
Nesta classe estao os frutoligossacarideos (FOS), glucoligossacarideos (GOS) e
0s mananoligossacarideos (MOS).

Os FOS sao polimeros de acucar ricos em frutose, podem ser naturais
derivados de plantas ou sintetizados. Estes compostos fornecem carboidratos
fermentaveis para bactérias como Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp, de
forma a estimular o desenvolvimento de bactérias benéficas que habitam o trato
gastrintestinal, minimizando as populacdes de bactérias patogénicas ou néao
desejaveis, como a Escherichia coli e Salmonella, por exclusdo competitiva ou por
inibicdo do crescimento de tais bactérias. Este ultimo efeito ocorre atraveés da
acidificacdo do trato gastrintestinal, pela producdo de &acido latico, tornando o
ambiente inadequado ao desenvolvimento de alguns microrganismos indesejaveis
gue vivem em pH neutro (SCAPINELLO et al., 2001; REHMAN et al., 2009).

Diferentemente dos FOS, os glucoligossacarideos (GOS) e os
mananoligossacarideos (MOS) consistem de fragmentos da parede celular de
leveduras como a Saccharomyces cerevisae. Estes fragmentos séo constituidos
de estruturas complexas de glicose ou manose, GOS e MOS respectivamente,
podendo conter proteina e N-acetilglucosamina (REHMAN et al., 2009).

Outros mecanismos de acao estdo envolvidos na atuacédo dos GOS e
MOS. As bactérias do trato digestivo precisam aderir a superficie epitelial para
que consigam colonizar e criar uma condi¢cdo patolégica. Esta adesdo ocorre

atraves de glicoproteinas (lectina) ou fimbrias, e determinados acucares



presentes na superficie do epitélio intestinal. Na presenca de oligossacarideos
dietéticos, especialmente o MOS, as bactérias se ligam a eles, e ndo a mucosa
intestinal, evitando desta forma, a adesdo as vilosidades intestinais e a
competicdo nos sitios de ligacdo do epitélio intestinal, o que faz com que estes
microrganismos patogénicos sejam eliminados, passando pelo trato
gastrointestinal sem causar problemas digestivos para os animais (OFEK et al.,
1977) (FIGURA 1).

Bactéria

Lectina

CHO de
Superficie

FIGURA 1: Aderéncia de mananoligossacarideos as bactérias.
Fonte: GOMES (2013).

Os mecanismos de acdo apresentados atuam ainda, de forma indireta
sobre o sistema imune do animal, pois as bactérias produtoras de acidos laticos
no intestino, que geralmente tem seu crescimento potencializado pelo prebidticos,
produzem substancias com propriedades imunoestimulatérias, como o0s
lipopolissacarideos, peptidoglicanas e acidos lipoteicoicos. Tais substancias
interagem com o sistema imune estimulando a producdo de citoquinas, a
proliferacdo de células mononucleares, a atividade macrofagica e a inducédo da
sintese de imunoglobulinas (MACFARLANE & CUMMINGS, 1999). A utilizacao de
MOS e GOS, podem também estimular o sistema imune do animal, por serem
constituidos de fragmentos da parede celular de microrganismos (MACARI &
MAIORKA, 2000).



Os prebidticos possuem também a capacidade de modificar as
caracteristicas anatbmicas do TGI através do aumento na area de absorcdo de
nutrientes pela mucosa intestinal (SILVA & NORNBERG, 2003).

Desta forma, as melhorias proporcionadas pelo uso de prébidticos no
ambiente, na mucosa intestinal e no sistema imune podem levar inevitavelmente a

consequéncias positivas na produtividade do animal.

2.1.1 Uso de prebioticos na alimentacéo de ruminantes

No estudo de HASUNUMA et al., (2011) a aplicagdo de um tipo de
oligossacarideo (celuligossacarideo) na alimentacdo de bezerros durante a fase
de aleitamento resultou em melhor ganho de peso diario e eficiéncia alimentar no
periodo pds-desmame. Por outro lado os relatos apresentados por UYENO et al.,
(2013) trabalhando com o mesmo prebidtico, ndo mostraram diferenca
significativa para o desempenho dos animais e a ecologia intestinal do grupo
tratamento, em comparacgdo ao grupo controle.

Estudos utilizando mananoligossacarideos, também n&o mostraram
efeitos sobre a contagem de bactérias patogénicas presente nas fezes, sobretudo
no desempenho do animal (TERRE et al., 2007; HEINRICHS et al., 2009).

Embora a maioria dos estudos sejam focados em observar a acao dos
prébidticos no intestino animal, na pesquisa de ZHONG et al.,, (2012) foi
observado o efeito do polissacarideo de Astragalus na fermentacédo ruminal de
cordeiros. Houve aumento nas concentracdes totais de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e de propionato, com consequente reducdo na proporcao
acetato:propionato. O aumento na concentracdo total de AGCC pode ser
justificado pelo aumento no consumo, o que se refletiu num melhor ganho médio
diario.

Sdo poucos os estudos desenvolvidos para avaliar os efeitos de
prebidticos em ruminantes, sobre a fermentacdo ruminal ou performance
produtiva e qualidade do leite, sendo a maioria destes, relacionados a fase inicial
da vida destes animais. A variagdo de resultados pode estar ligada a grande

guantidade de compostos que podem ser empregados como prebibticos refletindo



assim em mecanismos de acdo diferentes. Além disso, as doses aplicadas
apresentam grandes variacdes, implicando em diferentes respostas.

2.2 Probidticos

Os probidticos, assim como os prebioticos, tém a fun¢do de promover o
equilibrio da microbiota do TGI, mas se diferem por serem cepas de
microrganismos Vivos viaveis, que agem como auxiliares na recomposicdo da
microbiota, diminuindo o nUmero dos microrganismos patogénicos ou indesejaveis
(MAPA, 2004).

Segundo FULLER & COLE (1989), os microrganismos classificados
como probidticos devem atender alguns pré-requisitos: ndo devem ser
patogénicos aos humanos e animais; devem ser resistentes aos acidos e enzimas
do TGI; devem ter capacidade de colonizar o TGI, a0 menos temporariamente;
devem fazer parte da microbiota intestinal do hospedeiro; devem ser cultivaveis
em escala industrial; devem permanecer viaveis no alimento até o momento da
ingestdo; e devem gerar beneficios ao hospedeiro.

As bactérias Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Bacillus,
Streptococcus e algumas espécies de leveduras do género Saccharomyces séo
0S microrganismos mais utilizados como probidticos em animais de producdo
(GUPTA & GARG, 2009).

Existem varias hipoteses que podem estar associadas ou ndo, para
explicar a acdo dos probiéticos no trato gastrointestinal, dentre as quais, séo

destacadas:

Exclusdo competitiva

Sintese de bacteriocinas

Prevencéao da acidose ruminal

Ativagéo do sistema imune

2.2.1 Exclusdo competitiva

SALMINEN et al. (1996) relataram que 0sS microrganismos presentes

no trato gastrointestinal (TGI) precisam aderir a mucosa intestinal para produzir



suas toxinas, uma vez que, a adesdo evita que os mesmos sejam eliminados
pelos movimentos peristalticos. FULLER & BROOKER (1974) afirmam que a
aderéncia dos microrganismos no intestino depende da interacdo entre 0s
mucopolissacarideos da parede celular e da camada de mucopolissacarideos
semelhante na mucosa intestinal, sendo assim, 0s varios géneros de
microrganismos presentes no TGl possuem sitios de aderéncia especificos na
mucosa intestinal.

CROSS (2002) e KREHBIEL et al. (2003) relatam que um dos
principais efeitos dos probidticos no intestino seria a exclusdo competitiva dos
microrganismos patogénicos, uma vez que os probidticos ocupariam 0s mesmo
sitios de ativacao de tais microrganismos. KREHBIEL et al. (2003) relatam ainda
qgue outra forma de competicdo seria por alimentos, levando-se em conta que
microrganismos benéficos colonizaram a mucosa intestinal, a disponibilidade de
nutrientes para 0s microrganismos patogénicos, tende a ser menor.

Dessa forma, fica evidenciada a importancia de se fornecer de forma
continua doses diarias de probioticos, para que se maximize seu efeito benéfico
ao hospedeiro (COPPOLA & TURNES, 2004).

2.2.2 Sintese de bacteriocinas

Algumas cepas probidticas possuem ainda a capacidade de inibir a
multiplicacdo de microrganismos patogénicos, através da sintese de
bacteriocinas, influenciando diretamente a salde do hospedeiro (JIN et al., 2000;
OGAWA et al., 2001).

De acordo com RUSSEL & MANTOVANI (2002) bacteriocinas séo
peptideos antimicrobianos de baixo peso molecular, sendo produzidas por
bactérias gram-positivas e gram-negativas, que apresentam espectro de acao
variado. A atuacdo das bacteriocinas ocorre primariamente sobre a membrana
plasmatica bacteriana, formando poros que possibilitam a perda de componentes
citoplasmaticos, ocasionando a morte celular (MOLL et al., 1999).

MATOVANI et al. (2001) identificaram e caracterizaram algumas

bacteriocinas em bactérias do rimen, sendo estas substancias mais efetivas



contra bactérias gram-positivas. A ac¢do antimicrobiana desses peptideos
assemelha se a dos ionéforos (RUSSEL & MANTOVANI, 2002).

LEE et al. (2002) demonstraram que a bateriocina ruminal Bovicina
HC5 produzida por Streptococcus bovis HC5 inibiu a produgdo de amonia por
culturas puras de Clostridium aminophilum e a producdo de metano in vitro, por
culturas mistas de microrganismos do rumen. CALLAWAY et al. (1997)
verificaram que o Lactococcus lactis produzia uma bacteriocina conhecida como
Nisina, que possuia efeito inibitério sobre a producdo de aménia por algumas

bactérias.

2.2.3 Prevencéo da acidose ruminal

Existem trabalhos que demonstram que os probiéticos bacterianos
possuem efeitos benéficos no ambiente ruminal, principalmente na prevencdo de
acidose. Um dos mecanismos propostos seria de que a producado de lactato pelas
cepas probidticas induziria a selecdo de bactérias consumidoras deste produto
(GHORBANI et al., 2002). Outro mecanismo seria que as préprias cepas
probidticas utilizariam o lactato, reduzindo assim suas concentra¢cdes no ambiente
ruminal, como por exemplo, as Propionibacterium, que utilizam o lactato para
produzir propionato e outros acidos graxos de cadeia curta (KREHBIEL et al.,
2003).

Todavia, na maioria dos relatos sobre acdo dos probidticos na
prevencdo de acidose ruminal, é atribuido as leveduras, que podem atuar
controlando os niveis de oxigénio no ambiente ruminal e assim estimulando o
crescimento de bactérias desejaveis no rimen através de pequenos grupos de
peptideos nao identificados ainda, e que, dessa forma estimulam o crescimento
desses microrganismos (BARBOSA et al., 2004). O mecanismo de acédo das

leveduras sera descrito mais adiante.

2.2.4 Ativacao do sistema imune

Além de seu papel na digestdo e absorcdo dos nutrientes, o TGl

funciona como a primeira linha de defesa do organismo contra invasdes
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patogénicas, fornecendo ao animal prote¢cdo contra a presenca de antigenos
presentes nos alimentos e microrganismos patogénicos que colonizam o limen
intestinal. Estas respostas podem ser inespecificas (inatas) ou especificas
(adaptativas) (KREHBIEL et al., 2003).

De acordo com SAXELIN et al. (2005) os probidticos podem atuar no
intestino ativando o sistema imune, reforcando a barreira da mucosa e suprimindo
as inflamacdes intestinais. Esses efeitos podem estar relacionados a capacidade
de os microrganismos probioticos interagirem com as placas de Peyer e as
células epiteliais intestinais, estimulando as células B produtoras de IgA e a
migracdo de células T para a mucosa intestinal (PERDIGON et al. 2003).
Também tem sido demonstrado que os probidticos favorecem a atividade
fagocitica inespecifica dos macréfagos alveolares, sugerindo uma acédo sistémica
por secrecao de mediadores que estimulariam o sistema imune (CROSS, 2002).

ISOLARI et al. (2001) relatam que a administracao oral de Lactobacillos
spp. resultou em aumento da resposta imune inata, ou seja, aumento da
fagocitose, bem como, uma elevada producdo de imunoglobulina (IgA) e uma
diminuicdo da producéo de IgE em humanos e animais.

Outras acOes descritas seriam: a neutralizacdo das endotoxinas
produzidas por bactérias patogénicas; o aumento da sintese de enzimas
digestivas e vitaminas do complexo B; e a estimulacdo da imunidade através da
producdo de substancias com propriedades imunoestimulatérias, como 0s

lipopolissacaridios, peptidoglicanas e &cidos lipoproteicos (FULLER, 1989).

2.2.5 Mecanismos de acado das Leveduras

Segundo KMET et al. (1993), as leveduras além de possuirem acéo
complementar as bactérias probidticas no intestino, podem estimular direta e
indiretamente processos microbianos de degradacéo e fermentacdo no ramen.

Logo, € importante ressaltar que, as leveduras diferentemente das
bactérias, ndo conseguem se implantar no TGI, por isso a sua administracao deve
ser de maneira regular e repetida.

BLEHAUT et al. (1989), em estudos com monogastricos observaram

qgue dois a cinco dias apoOs interromper seu uso, a levedura jA ndo era mais
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encontrada nas fezes. Em ovinos, observou-se que as células vivas dos fungos
persistiram no rumen por aproximadamente 30 horas, desaparecendo deste
compartimento gradualmente. Sua excrecdo nao foi mais detectada apos 4 dias
(DURAND-CHAUCHEYRAS et al., 1998).

De acordo com WALLACE (1994), a atuagdo das leveduras em
ruminantes esta relacionada principalmente a melhora na digestibilidade da fibra e
no aumento do fluxo duodenal de nitrogénio. Este fato é decorrente da maior
atividade bacteriana, corroborada pelo aumento da contagem de bactérias
anaerobicas, especialmente bactérias celuloliticas no fluido ruminal.

No entanto, os efeitos das leveduras sobre o crescimento ou atividades
dos microrganismos ruminais ndo estdo bem esclarecidos. Alguns mecanismos
podem se basear no fornecimento de importantes nutrientes ou cofatores
nutricionais como vitaminas e acidos dicarboxilicos, que estimulam a atividade
microbiana, enquanto outros sugerem a habilidade da levedura em controlar o
nivel de oxigénio no ambiente ruminal, ou mesmo a habilidade de controlar o pH
(DAWSON, 2000).

O rumen apesar de ser considerado um meio anaerébico, pode
apresentar de 0,5% a 1,0% de oxigénio (VALADARES FILHO & PINA, 2006), em
decorréncia da ingestdo de alimentos, agua, degluticdo, etc. Este oxigénio é
consumido por uma populacdo de anaerdbios facultativos que habitam
principalmente as paredes deste 6rgdo (HUNGATE, 1969), entretanto, pode ser
toxico para os microrganismos anaerébicos benéficos e prejudicar a adesdo de
bactérias celuloliticas as particulas fibrosas (ROGER et al., 1990). Sabendo que
as leveduras sdo microrganismos anaerébios facultativos, com alta capacidade
respiratoria (BARFORD & HALL, 1979), as leveduras podem estimular o
crescimento dos microrganismos anaerobios especificos pela remocéo rapida e
eficiente de oxigénio do ambiente ruminal, podendo melhorar desta forma, a
digestibilidade das fracdes fibrosas dos alimentos.

Quanto a atuacdo das leveduras na estabilidade do pH ruminal, esta
pode estar relacionada a estimulacdo do crescimento de bactérias consumidoras
de lactato ou a limitacdo de substratos para o desenvolvimento de bactérias
produtoras de acido lactico. De acordo com CHAUCHEYRAS et al. (1996), as
leveduras competem com o Streptococcus bovis (principal bactéria fermentadora
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de carboidratos e produtora de lactato) por subtrato rapidamente fermentavel.
Assim, o rapido consumo de carboidratos pelas leveduras poderia reduzir a
disponibilidade de substrato para o crescimento de S. bovis e reduzir a incidéncia
de acidose ruminal.

Além disso, as leveduras possuem a habilidade de estimular o
crescimento de bactérias consumidoras de &cido latico (Selenomonas
ruminantium e Megasphaera elsdenii) (AUCLAIR, 2001). Segundo MARTIN &
NISBET (1992) os principais fatores estimulatérios parecem ser os acidos
dicarboxilicos fornecidos pelas culturas de leveduras, particularmente o acido
malico, que podem favorecer o crescimento e a atividade das bactérias
utilizadoras de éacido latico, e prevenir flutuacdes perigosas do pH ruminal pela
reducado no nivel de lactato.

Este fato foi comprovado no estudo in vitro de CALLAWAY & MARTIN
(1997) com o observado aumento do crescimento de Selenomonas ruminantium e
Megasphaera elsdenii com a suplementacgéo de leveduras.

Quanto a influencia das leveduras sobre a digestibilidade da fibra
dietética, neste mesmo estudo foi notado aumento na degradacdo inicial da

celulose por bactérias como Fibrobacter succinogenes S 85 e R. flavefacies FD1.

2.2.6 Uso de probidticos na alimentacdo de ruminantes

Vista a capacidade de influenciar a fermentag&o ruminal, as leveduras
tém sido mais estudadas em ruminantes do que as bactérias probidticas, porém,
varios autores vem conduzindo trabalhos no intuito de identificar os principais
beneficios das bactérias probidticas.

Em estudos in vitro foram observados aumentos do crescimento de
bactérias como Selenomonas ruminantium e Megasphaera elsdenii com a
suplementacdo de leveduras do género Saccharomyces. Foi notado também
aumento na degradacao inicial da celulose por bactérias como Fibrobacter
succinogenes S 85 e R. flavefacies FD1 (CALLAWAY & MARTIN, 1997).

Em avaliacdo in situ ZEOULA et al. (2008) e FERELI et al. (2010)
observaram maior fermentacdo ruminal das fracdes fibrosas do alimento em

bovinos suplementados com Saccharomyces cerevisiae.
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Estes efeitos demonstrados pela agédo das leveduras podem implicar
num melhor desempenho dos animais, como observado nos estudos de KNORR
et al. (2005), com a melhoria no desempenho de novilhos em pastagem nativa
diferida e de SUNE & MUHLBACH (1998) com o aumento na producéo de leite
(16,44 kg/dia vs 19,32 kg/dia) de vacas holandesas em pastejo, suplementadas
com Saccharomyces cerevisiae.

No entanto, a suplementacdo com leveduras em animais recebendo
consideravel teor de concentrado (s50%) parece nédo surtir efeitos nos animais
(MEDRONI et al., 2000; SANTOS et al., 2006; KUSS et al., 2009; GOMES et al.,
2011).

Os estudos envolvendo a utilizacdo de bactérias probidticas na
alimentacdo de ruminantes estdo mais direcionados a fase inicial de vida desses
animais, devido a apresentarem maior sensibilidade a agentes patogénicos, por
ainda ndo apresentarem imunidade ativa, decorrendo em grandes incidéncias de
diarreias que podem variar de 14 a 18% (WEBSTER, 1990).

TIMMERMAN et al. (2005) utilizando um composto com cepas de
Lactobacillus, Lactococcus e Enterococcus na alimentacdo de bezerros recém
nascidos verificaram redugcdo nos casos de diarreia, e também no nimero de dias
gue 0s animais permaneciam com diarreia no lote de animais que consumiam o
probiotico (P<0,05).

SIGINORINI et al. (2011) realizou uma meta-analise com trabalhos
referentes ao uso de probiéticos em bezerros e constatou que em 70% dos
experimentos o uso destes aditivos reduziu a incidéncia de casos de diarreia
(P<0,05).

JA4 GARCIA (2008) avaliou o ganho em peso de 38 animais recém
nascidos da raca holandesa recebendo sucedédneo do leite (controle) e
sucedaneo do leite mais 1, 2 ou 3 gramas de um probiético comercial a base de
Bacillus subtilis, e verificou um maior ganho em peso diario nos animais que
consumiam 4 gramas do probiético (P<0,05).

MEYER et al. (2001) utilizando um probi6tico a base de Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecium e Saccharomyces cerevisiae, também
verificaram um aumento no ganho em peso de 79 bezerros recém nascidos da

raca holandesa.
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Outros estudos demonstram ainda o efeito benéfico na producédo e
qualidade do leite. NOCEK & KAUTZ (2006) relatam um aumento de 6% (P<0,01)
na producéo de leite de vacas da raca Holandesa quando utilizou um probidtico a
base de Enterococcus faecium e Saccharomyces cerevisiae. Resultados
semelhantes foram encontrados por NOCEK et al. (2003).

FRANCISCO et al. (2002) n&o observaram aumento nas concentracoes
de lactose e gordura quando adicionaram 17 gramas de Propionibacterium estirpe
P169 na dieta de vacas da raca holandesa avaliadas desde 2 semanas pré parto
até 12 semanas pdés parto, porém 0os mesmos observaram aumento na proteina
na primeira semana pos parto (P<0,05).

As variacfes dos resultados encontrados podem estar condicionadas a
guantidade e as caracteristicas das cepas dos microrganismos empregados, bem

como, na forma de fornecimento de tais produtos.

2.3 Aditivos Enzimaticos

Os aditivos enziméticos ndo possuem funcdo nutricional direta aos
animais, mas auxiliam o processo digestivo, melhorando a digestibilidade dos
nutrientes. Por isso, as enzimas produzidas industrialmente sdo cada vez mais
utilizadas como aditivos para melhorar a eficiéncia nutricional dos animais.

As enzimas sdo proteinas que catalisam reacfes quimicas em
sistemas bioldgicos. Estdo envolvidas na degradacdo de moléculas complexas de
alimentos em compostos quimicos menores (ex. glicose e aminoacidos) e séo
caracterizadas pelo tipo de substrato ao qual reagem, podendo ser de origem
bacteriana (Bacillus sp.) ou fungica (Tricoderma e Aspergillus) (BEAUCHEMIN &
RODE,1996).

Diante a especificidade das enzimas, as suas funcbes podem ser
restrita a determinados substratos, podendo apresentar atividade de celulase,
xilanase, amilase, pectinase, fitases, carboidrase, protease ou beta-glucanase
(FAGUNDES 2008).

As enzimas podem ser resistentes a digestdo no rimen e abomaso, e

também afetar eventualmente a utilizagdo dos nutrientes no intestino. Este relato
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foi observado no estudo de HIRSTOV et al. (1997) a partir do observado aumento
da atividade enzimética no intestino, principalmente a xilanase.

Os aditivos enzimaticos podem atuar de forma direta, por hidrélise do
alimento, ou indiretamente, "estimulando” a colonizacdo dos microrganismos na
fracdo do alimento. Naquelas situacdes em que as enzimas enddgenas ndo sédo
suficientes para maximizar a digestibilidade do alimento, especialmente as fibras,
o0 tratamento enzimatico pode contribuir para a diminuicdo das fracdes
indisponiveis da proteina e carboidratos tornando a parede celular mais
degradavel (GWAYUMBA & CHRISTENSEN, 1996).

2.3.1 Uso de enzimas digestivas na alimentacao de ruminantes

Sabe-se que o0s ruminantes, diferentemente dos monogastricos,
possuem capacidade de obter energia a partir de alimentos fibrosos, tal fato se
deve a presenca de microrganismos ruminais que possuem a habilidade de
degradar os polimeros de celulose, hemicelulose e B-glucanos através de suas
enzimas e utilizar seus mondmeros. No entanto, muitas vezes, essa habilidade
dos ruminantes ndo é suficiente para expressdo de seu maximo potencial para
ganho em peso ou producao de leite (SAINZ et al., 2010).

Com o intuito de maximizar a utilizacdo dos nutrientes, os aditivos
enzimaticos podem melhorar a resposta animal, se considerarmos que as
enzimas fibroliticas (ex6genas) podem potencializar a degradacdo dos
polissacarideos estruturais juntamente com as enzimas produzidas pelos
microrganismos do rumen, estimulando a taxa de degradacdo da fibra
(BEAUCHEMIN et al., 2003).

No estudo de GIRALDO et al. (2008) observou-se que a
suplementacdo de enzima fibrolitica tendeu a aumentar (P = 0,06) o nUmero de
bactérias celulotiticas, mas né&o influenciou a digestibilidade da dieta. Enquanto
que, ARRIOLA et al. (2011) mostraram que a suplementagcdo com enzimas
fibroliticas promoveu aumento na digestibilidade da MS, PB, FDN e FDA e da
eficiéncia da producéo de leite em vacas leiteiras.

Em bovinos de corte, um produto enzimatico exégeno, a base de

endoglucanase, xilanase, a-amilase, protease, aumentou a digestibilidade dos
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nutrientes, e em decorréncia melhorou o ganho de peso vivo em 16% (SALEM et
al., 2013). Outros efeitos positivos das enzimas fibroliticas foram reportados em
vacas leiteiras (ZHENG et al., 2000; BEAUCHEMIN et al., 2003) e bovinos de
corte (BEAUCHEMIN et al., 1995, 1997).

Embora haja muitos estudos favoraveis a aplicagcdo de aditivos
enzimaticos, outras pesquisas mostram que as enzimas ndo foram eficazes em
melhorar o desempenho dos animais (REDDISH & KUNG JR, 2007; AWAWDEHA
& OBEIDAT, 2011).

Estas variacdes podem ser atribuidas as atividades e as caracteristicas
das enzimas fornecidas, ou 0 método de fornecimento do produto enzimético aos

animais.

2.4 Simbidticos

Alimentos simbidticos podem ser caracterizados como a combinacao
de aditivos moduladores da microbiota do TGI, podendo apresentar efeitos
aditivos ou sinérgicos. Assim, os probioticos, prebidticos e as enzimas podem ser
utilizados em conjunto, a fim de potencializar a resposta animal com a acéo de
cada um (RAIZEL et al., 2011).

Em ruminantes, a aplicacdo de simbioticos, pode favorecer a saude
intestinal dos animais, além de maximizar a utilizacdo de nutrientes em nivel de

rimen e intestino, e consequentemente melhorar o desempenho destes.

2.4.1 Uso de simbidticos na alimentacdo de ruminantes

Os relatos de uso da combinacao estrita dos probidticos, prebioticos e
enzimas na alimentagdo de ruminantes sdo mais recentes e com poucas
descricOes na literatura, ja a utilizacdo de pelo menos dois destes foi observada
com maior frequéncia.

A acado conjunta de extratos da fermentagdo de Aspergillus oryzae e
culturas de Saccharomyces cerevisiae promoveram efeitos benéficos aos
animais, melhorando a eficiéncia digestiva e o ganho médio diario de bezerros

bubalinos (FRANCIA et al., 2008). A combinag¢do de enzimas hidrolisadas com
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leveduras na alimentacdo de vacas multiparas também geraram efeitos
favoraveis, melhorando a composicdo e producdo de leite (41,6 vs 43,4 kg)
(NOCEK et al., 2011).

Combinando enzimas hidrolisadas com leveduras na alimentacdo de
vacas multiparas observou-se efeitos favoraveis na composicdo e producéo
leiteira (41,6 vs 43,4 kg) (NOCEK et al., 2011). A combinacdo de extratos da
fermentacdo Aspergillus oryzae e culturas de Saccharomyces cerevisiae também
geraram efeitos benéficos aos animais, melhorando a eficiéncia digestiva e o
ganho médio diario de bezerros bubalinos (FRANCIA et al., 2008).

Enquanto que, a utilizagdo de um produto comercial, contendo
probioticos e enzimas, ndo promoveu melhorias na digestibilidade e desempenho
de bovinos Guzera terminados em confinamento (ROSA et al., 2011). O mesmo
foi observado no estudo de SCHUZ NETO et al. (2013) trabalhando com bovinos
da raca Nelore em pastejo como 0 mesmo produto comercial.

SILVA et al. (2009) também néo notaram diferenca significativa sobre o
peso vivo médio de ovinos com a utilizacdo de um produto simbidtico, mas foi
observado aumento de 17,59% no ganho médio diario e reducdo de
aproximadamente 70% na contagem de ovos por gramas nas fezes dos cordeiros
confinados.

O emprego da combinacdo de aditivos moduladores da microbiota do
TGI € recente em ruminantes, por isso, poucos estudos foram desenvolvidos
avaliando os simbidticos no desempenho dos animais. Grupos de pesquisas em
parceria com a Embrapa Cerrados vém desenvolvendo estudos avaliando a
combinacéo de probidticos, prebidticos e enzimas em bovinos (MAGNABOSCO et
al., 2010; SAINZ et al., 2011; FILGUEIRAS et al., 2011; FILGUEIRAS et al., 2012;
FILGUEIRAS et al., 2012b, RIBEIRO et al., 2013).

Resultados parciais de um produto simbiético contendo probi6ticos,
prebiodticos e enzimas fibroliticas demonstraram reducédo na contagem de células
somaticas do leite de vacas leiteiras, constatando efeito protetor contra infeccéo
e/ou inflamacé&o da glandula mamaria (FILGUEIRAS et al., 2011; FILGUEIRAS et
al., 2012). Em bovinos de corte, este mesmo produto foi capaz de promover

aumento no ganho em peso (P < 0,05) em relagdo ao controle (1,535 kg/dia e
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1,483 kg/dia, respectivamente), demonstrando seu potencial como melhorador de
desempenho (FILGUEIRAS et al., 2012b, RIBEIRO et al., 2013).

Os simbioticos podem ser uma boa ferramenta para melhorar o
desempenho reprodutivo de fémeas bovinas, por favorecer um melhor estado
nutricional a esses animais. No entanto, ainda nao se tém estudos que relacionem

0s simbidticos e a reproducao de bovinos.

2.5 Contagem de Células Sométicas — CCS

De acordo com LAGONI (2006) células somaticas sdo células de
defesa do organismo, constituidas de macrofagos, linfocitos, neutrofilos e
leucdcitos, ou seja, glébulos brancos do sangue, que séo enviados pelo
organismo para combater infec¢fes na glandula mamaria, contendo ainda células
epiteliais de escamagdo. Em animais saudéaveis, 65 a 70% do total de células
somaticas sdo de origem epitelial, porém em casos de mastite subclinica, este
namero pode variar de 10 a 50% (MARQUES et al., 2002).

Por ser um indicativo da saude da glandula mamaria, a contagem de
células sométicas (CCS) tem sido utilizada mundialmente por industrias,
produtores e entidades governamentais para monitoramento individual e/ou dos
rebanhos quanto aos casos de mastite subclinica e para avaliacdo da qualidade
do leite (SANTOS, 2006).

DOHOO & LESLIE (1991) relatam que a sua utlizagdo como
ferramenta para monitoramento da qualidade do leite teve inicio no final da
década de 1970 na Europa. Em 1992 a Unido Europeia adotou os limites
maximos de 400.000 CS/mL do leite destinado ao consumo humano, ja no
Canada o limite maximo é de 500.000 CS/mL e nos EUA de 750.000 CS/ml.

No Brasil, com a necessidade de se melhorar a composicdo e a
qualidade do leite, foi criada em 2002 a Instrucdo Normativa 51, que entrou em
vigor em 2005 e vigorou até 2011, estabelecendo as caracteristicas minimas de
um leite com qualidade, limitando entre outros a CCS e os periodos de
prevaléncia de cada limite (BRASIL, 2002).

Em 2011, a Instru¢do Normativa 51 foi revogada e substituida pela

Instrugcdo Normativa 62, que manteve 0s mesmos critérios para qualidade do leite,
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porém escalonando a reducéo de CCS e CBT com a maxima reducdo prevista
para 2016, conforme tabela 01 (BRASIL, 2011)

TABELA 01 - Limites maximos para CCS no leite de acordo com a Instrucéo

Normativa 62/2011, nas regides Sul Sudeste e Centro-Oeste.

indice A partir de A partir de A partir de
01/01/2012 01/07/2014 01/07/2016
CCS 600.000 CS/mL 500.000 CS/mL 400.000 CS/mL

Nas regides Norte e Nordeste a IN 62 passa a vigorar sempre um ano apos as
demais regides

Fonte: MAPA (2011).

O aumento da CCS no leite pode ser decorrente de varios fatores,
dentre os quais podemos citar o nivel de infec¢do intramamaria, idade, estagio de
lactacdo, época do ano e frequéncia de ordenha (LAGONI, 2006).

De acordo com SANTOS (2003) a alta CCS interfere negativamente na
producdo e qualidade do leite, reduzindo sua secrecdo e diminuido os teores de
solidos.

A reducdo ocorre devido aos danos fisicos causados pelos
microrganismos agressores nas células epiteliais secretoras da glandula mamaria,
assim como alteracBes na permeabilidade vascular no alvéolo secretor (SANTOS,
2003).

J& a reducédo dos solidos ocorre basicamente por trés motivos: lesdo do
epitélio secretor pela acdo dos microrganismos, causando reducéo na sintese dos
componentes do leite; aumento da permeabilidade vascular, aumentando assim a
passagem de substancias do sangue para o leite; e a acdo de enzimas originaria
das células somaticas e dos microrganismos presentes no leite (BRITO & BRITO
2002).

TEIXEIRA et al. (2003) e ANDRADE et al. (2004) observaram reducao
significativa na producédo de leite a medida que aumenta o ECS dos rebanhos
avaliados. COLDEBELLA et al. (2004) relatam que as perdas de producédo se
iniciam a partir de 17.000 CS/mL, e para cada aumento de uma unidade na escala
do logaritmo deste valor, estimam se perdas de 238 e 868 ml/dia em primiparas e

multiparas, respectivamente.
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As mudangas na composicéo do leite associadas com a alta CCS e os
principais motivos pela alteracdo s&o apresentados na tabela 02 por
SCHAELLIBAUM (2000).

TABELA 02 — Mudancas na composicdo do leite conforme aumento nos niveis de

CCsS.
] CCS (CS x 1000/mL) Motivo da
Componentes do Leite ~
<100 <250 500-1000 =>1000 Alteracao
Lactose 4,900 4,740 4,600 4,210
Caseina Total 2810 2790 2650 2250  Reducdoda
Sintese
Gordura 3,740 3,690 3,510 3,130
Proteinas Séricas (total) 0,810 0,820 1,100 1,310
Cloro 0,091 0096 0121 0,147  Aymento da
Sédio 0,057 0,062 0,091 0,105 Permeabilidade
Potassio 0,173 0,180 0,135 0,157

Fonte: Adaptado de Schaellibaum (2000).

Como pode ser observado na tabela 02, conforme aumenta a CCS,
reduz-se o percentual dos sélidos de grande importancia para a industria como
gordura, caseina e lactose. Em contrapartida, todos os elementos indesejaveis
em um leite de qualidade, como proteinas séricas, cloro e sédio tem suas
concentracfes aumentadas, potencializando assim a perda de qualidade do leite
e dos derivados (MULLER, 2002).

2.6 Meta-analise

A producéo cientifica mundial evoluiu de forma exponencial nas ultimas
décadas, este aumento € resultado do interesse continuo para o desenvolvimento
de novas tecnologias, que exigem cada vez mais detalhes dos mecanismos
cientificos. No entanto, esse aumento na producdo cientifica, levou também ao
aumento das publicagbes, gerando dificuldade na analise qualificada da literatura,
a gque pode dificultar a contextualizacdo do problema com erros de interpretacao
ou analise (LOVATTO et al., 2007).
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De acordo com esse mesmo autor, no intuito de analisar e sistematizar
essa gama de informacdes, surgiu a mais de trés décadas a meta-andlise, um
procedimento que combina resultados de varios estudos para fazer uma sintese
reproduzivel e quantificavel dos dados, melhorando a poténcia estatistica na
pesquisa dos efeitos dos tratamentos, sendo mais precisa na estimacédo e
tamanho do efeito.

Na éarea animal, a quantidade de meta-analises publicadas tem
aumentado nos ultimos anos (LOVATTO & SAUVANT, 2002; MARTIN &
SAUVANT, 2002; OFFNER et al., 2003; EUGENE et al., 2004: HAUPTLI et al.,
2007), sinalizando que esse procedimento possa se tornar rotina nesse campo da
ciéncia.

Os métodos tradicionais de revisdo extraem informacdes de
publicacdes com ou sem andlise estatistica. E, as vezes, os testes utilizados nao
sdo adequados por serem dependentes do tamanho da amostra. Esse fato faz
com que resultados nao significativos ndo tenham o mesmo peso que 0S
significativos. Além disso, as revisfes tradicionais ignoram as diferencas de
condi¢cbes experimentais entre os estudos (LOVATTO et al., 2007).

Dessa forma, sem o0 ajuste dessas diferencas através de ferramentas
apropriadas, muitas vezes os resultados nao serao compilados na base de dados
de forma coerente e confidvel (ANELLO & FLEISS, 1995), sendo ainda a
variabilidade observada inter-experimentos €, normalmente, atribuida a variacéo
aleatdria (VICTOR, 1995).

Na meta-analise o enfoque é mudado, mudando a direcdo e a
magnitude dos efeitos entre os estudos. A meta-andlise possibilita uma estimativa
imparcial do efeito de tratamento, com um aumento da precisdo. Devido aos
efeitos conflitantes, os estudos individualizados produzem estimativas de
associacbes que divergem de abordagens mais sistémicas. A consideracao
completa de heterogeneidade entre estudos, em particular de possiveis fontes de
variacdo, permite um calculo mecanicista de uma medida global de efeito
(LOVATTO et al., 2007).

Ainda, de acordo com LOVATTO et al. (2007) os objetivos a meta-
analise sado: obter novos resultados a partir de uma varios outros estudos;

sintetizar resultados contraditorios que tornam uma questéo inconclusiva quando
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avaliados individualmente; aumentar a precisdo analitica, pois com o
agrupamento dos dados aumenta se o numero de observagbes; melhorar a
representatividade da amostra, através do ajuste da média entre 0s varios
trabalhos e; ajuda para a planificacdo e geracdo de uma nova hipoétese, pois
alguns efeitos que ndo podem ser observados em experimentos isolados, podem

ser observados pelo agrupamento dos trabalhos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Periodo Experimental

A coleta de dados foi realizada em propriedades dos estados do
Parana, Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Goias, que utilizaram ou utilizam o
simbiético Bioférmula Leite® por um periodo minimo de 90 dias e que possuiam
um histérico de andlise de qualidade do leite, registros de dados produtivos e
reprodutivos dos rebanhos, entre 2011 e 2013 e incluindo o periodo antes e
depois do inicio do tratamento com o produto simbiético Bioférmula Leite®. Esses
dados foram agrupados para realizacdo de uma meta-analise, que foi realizada de
acordo com os procedimentos de modelos mistos preconizados por ST. PIERRE
(2001), conforme descrito mais adiante.

3.2 Procedimentos de Campo

Os dados foram coletados em propriedades que utilizam o produto
comercial Bioférmula Leite®, um simbidtico composto por probiéticos, prebiéticos
e enzimas digestivas, Tabela 01. A dosagem utilizada em todas as propriedades
seguiu a indicacdo do fabricante de 2 g/animal/dia, porém em alguns rebanhos foi
utilizada uma dosagem de 4 g/animal/dia nos primeiros 30 dias do tratamento,
visando acelerar o efeito benéfico do produto.

Foram visitadas 22 propriedades entre 0s meses de agosto e setembro
de 2013, nas quais foram coletadas informacgOes de qualidade do leite (CCS,
teores de Gordura, Proteina e Solidos Totais). Essas informagfes vém
especificadas na nota fiscal do leite que é entregue no laticinio ou em laudos
individuais dos animais. Também foram registradas as médias de producdo dos
animais ou quantidades entregues no laticinio, bem como os dados reprodutivos,
como datas dos partos e datas de inseminacoes.

As propriedades possuiam informacfes referentes as analises
realizadas nos tanques de resfriamento de cada propriedade. Essas sédo as
informacdes de fato utilizadas pelos laticinios para determinar as bonificacées que

sao pagas pelo leite de qualidade superior.
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dos componentes do simbidtico

Componente Classificacao '\Igi;re;zt?; Unidade
Saccharomyces cerevisiae Probidtico 2,20 x 10° UFCl/g
Lactobacillus acidophilus Probiético 9,00 x 10° UFC/g
Enterococcus faecium Probidtico 1,80 x 10° UFCl/g
Bacillus subtilis Probidtico 2,20 x 10° UFClg
Celulase Enzima 6 UCl/g
Hemicelulase Enzima 10 UH/g
Xilanase Enzima 3 UX/g
Mananoligossacarideo Prebidtico 20 %
Levedura Inativa Prebidtico 40 %
Carbonato de célcio Veiculo 28,9 %
Diéxido de Silicio Antiaglomerante 0,05 %

3.3 Variaveis Avaliadas

3.3.1 Contagem de células somaticas - CCS e solidos do Leite

Do total de 22 propriedades visitadas, sete possuiam histérico de

qualidade do leite por um periodo igual ou superior a um ano antes do uso do

produto e de pelo menos um ano depois do inicio da sua utilizacdo. As demais

propriedades ou possuiam histérico inferior a este periodo, ou ndo possuiam

historico de algum destes periodos. Foram utilizadas as analises de qualidade do

leite enviadas pelo laticinio, que contemplam a CCS, Gordura, Proteina e Soélidos

Totais do tanque resfriador das propriedades.

Com base nesses levantamentos, foi possivel avaliar os valores

anteriores a utilizacdo do simbidtico em comparativo com o periodo de utilizacéo

do simbidtico.
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Como as datas de inicio da utilizacdo do simbibtico ndo coincidiram
entre as propriedades, foi utilizada uma escala com numeros negativos e
positivos, onde resultados dos meses anteriores ao uso do produto receberam
escala negativa (-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -11, -12) e os resultados no
periodo de uso do produto receberam escala positiva (+1, +2, +3, +4, +5, +6, +7,
+8, +9, +10,+11, +12), totalizando 12 meses sem a utilizacdo do simbidtico e 12
meses com a utilizacao do simbidtico.

ApoOs essa adequacdo estatistica, os dados foram agrupados de forma
trimestral, obtendo-se as médias de cada periodo de utlizagcdo. Este
procedimento foi necessario para eliminar o efeito temporal, pois de acordo com o
fabricante, os efeitos do simbidtico comecam a ser visualizados apds 90 dias de
utilizacao, além disso, algumas propriedades nao tinham todas as observacgoées, e
0 agrupamento possibilitou que todos tivessem pelo menos um valor em cada
periodo.

Por ndo apresentarem uma distribuicdo normal, os dados de CCS
foram submetidos a uma transformacdo logaritmica, seguindo o principio de

homogeneidade das variancias entre os dados.

3.3.2 Producéao de leite

N&o foi possivel avaliar a producéo de leite individual dos animais, pois
informacgdes disponibilizadas nas notas fiscais expressam apenas a quantidade
total de leite que foi entregue, ndo sendo possivel calcular a média de producéo

de cada animal em cada periodo pela falta de informacdes sobre o plantel.

3.3.3 Eficiéncia reprodutiva

A eficiéncia reprodutiva foi avaliada pelo histérico reprodutivo dos
animais, comparando o intervalo de partos no periodo anterior a utilizacdo do
simbidtico com o IP durante o periodo e utilizacado do simbidtico. Para o calculo do
intervalo de partos foram utilizadas observacdes disponibilizadas por trés
fazendas, que somaram no total 186 animais, com no minimo trés partos. As

demais fazendas ndo possuiam informacdes suficientes para realizar os célculos.
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3.4 Analises Estatisticas
Apos coletados, os dados foram agrupados para realizacdo de uma
meta-analise, que foi realizada de acordo com os procedimentos de modelos
mistos preconizados por ST. PIERRE (2001). Foi realizada uma analise de
variancia aninhada usando o modelo misto, considerando a fazenda como
variavel aleatdria e o tratamento como efeito fixo.
3.4.1 Modelo utilizado para as informacgfes de CCS e sélidos do leite
O modelo pode ser descrito como:
Yig = M+ 0 + Bj + Yig) + Eik
onde:
Yik € a resposta (i.e., leite, CCS, etc.) do rebanho i no periodo k
dentro do tratamento j;
K é a média geral;
a; é o efeito do rebanho i;
Bjq) € o efeito do tratamento j;
Yk € o efeito do periodo k dentro do tratamento j;
e gjx € a variancia residual (i.e., o erro ndo explicado pelo modelo)
3.4.2 Modelo utilizado para as informacdes de Intervalo de Partos
O modelo pode ser descrito como:
Yik= M+ a + Bj + €k

onde:

Yik € a resposta (i.e., IEP) da vaca k do rebanho i no do tratamento j;
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K é a média geral;

a; é o efeito do rebanho i;

Bj € o efeito do tratamento j;

e gjx € a variancia residual (i.e., o erro ndo explicado pelo modelo)

Para cada analise, foi utilizado o procedimento GLM do Minitab
(Minitab, Inc., State College, PA, EUA). O nivel de probabilidade de P<0,05 foi

utilizado para determinar a significancia estatistica de cada efeito.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, existem relativamente poucos estudos com produtos
simbi6ticos na alimentacdo de bovinos leiteiros, os disponiveis, sdo geralmente
estudados compostos de forma isolada, ou uma mistura de compostos da mesma
classificacdo, ou seja, mistura de enzimas, mistura de probidticos ou mistura de
prebioticos. O uso destes trés compostos em um anico produto tem sido adotado
visando potencializar seus efeitos, porém o nimero de pesquisas ainda é limitado.

Nesse estudo foi realizada uma meta-anélise com base nos dados de
sete propriedades para verificar os indices de qualidade do leite antes e depois da
utilizacdo de um simbidtico comercial. Foi realizada também anélise reprodutiva
nos dados de trés propriedades. As descricdes dessas propriedades estdo
apresentadas na Tabela 04. Os dados foram obtidos a partir de informagdes
contidas na nota fiscal de entrega do leite ao laticinio, complementado com um

guestionario feito ao produtor para coletar informacdes do rebanho.

TABELA 04 — Descricao das fazendas cujos dados foram utilizados para a meta-

analise.
PRODUGAO  INiclopo  ANALISE ,
mamon esmioo UOSSE wow OMRA U0 o, 80 cchmasonn
DO LEITE

1 MG 43 MS 780 ago/12 SIM NAO
2 MG 16 H 416 ago/12 SIM NAO
3 MG 60 GH 1020 set/12 SIM NAO
4 PR 33 H 1100 jul/12 SIM SIM
5 PR 50 H 1200 out/12 SIM NAO
6 RS 16 H 200 mai/12 SIM NAO
7 RS 31 H 775 dez/12 SIM NAO
8 MG 35 GH 455 ago/12 NAO SIM
9 RS 20 H 460 fev/12 NAO SIM

'H = Holandesa, GH = Girolando, MS = Mestico.
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As variaveis estudadas foram: Contagem de Células Somaticas - CCS,
teores de Gordura, Proteina e Sélidos Totais. Foi possivel também calcular o

Intervalo de Partos - IP de trés propriedades que possuiam historico reprodutivo.

4.1 Qualidade do Leite

Na Tabela 05 sdo apresentadas as médias das variaveis avaliadas
antes e durante a utilizacdo do simbiotico, onde foi observado que houve reducao

significativa na média de CCS dos tanques (41%).

TABELA 05 — Variaveis de qualidade do leite* nos periodos de 12 meses antes e

durante a utilizacdo do simbidtico.

Desvio

Variavel Sem Simbidtico Com Simbidtico padréo P
CCS (CS/ml) 654.963 386.473 265.804 0,001
logCCS 5,771 5,488 0,2499 0,001
Gordura (%) 3,75 3,79 0,201 0,576
Proteina (%) 3,24 3,20 0,104 0,232
Solidos Totais (%) 12,00 12,32 0,705 0,450

'0s valores sdo médias de quadrado minimos, retransformados da forma

logaritmica.

Resultados com reducdo de CCS ja haviam sido relatados por SAINZ
et al. (2011) que utilizaram o mesmo produto simbidtico em um experimento com
vacas das racas Girolando e Holandesa, e verificaram uma reducdo média de
53% na CCS. SRETENOVIC et al. (2008), também trabalhando com uma
formulagdo composta por probiéticos e enzimas relataram uma reducgéo de 7,5%
na CCS de vacas leiteiras. Ja no experimento realizado por SOUZA (2011), que
trabalhou com uma unica cepa de Bacillus subtilis, ndo foi verificado efeito na
CCs.
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Verifica-se claramente que ha um efeito sinérgico entre os aditivos
utilizados, pois a melhor resposta veio quando se utilizaram probiéticos,
prebiodticos e enzimas na mesma composicdo do simbidtico.

Esses resultados podem ser explicados principalmente pelo efeito dos
probidticos e prebibticos no sistema imune do animal. Como o aumento da CCS
geralmente € ocasionado pela presenca de células de defesa do organismo para
combater uma inflamacdo na glandula mamaria, o efeito dos probidticos e
prebioticos favorecendo a atividade fagocitaria de forma sistémica, conforme
descrito por CROSS (2002) poderia prevenir o aumento destas células no leite. E
importante destacar que a fagocitose € responsavel pela ativacdo precoce da
resposta inflamatdria, que ocorre antes da producédo de anticorpos, produzindo
agentes toxicos como reativos de oxigénio e enzimas liticas que atuam
combatendo agentes invasores antes do envio de células de defesa conforme
relatado por ISOULARI (2001).

De acordo com SANTOS, (2006) a CCS tem sido utilizada
mundialmente por inddstrias, produtores e entidades governamentais para
monitoramento individual e/ou dos rebanhos quanto aos casos de mastite
subclinica e para avaliacdo da qualidade do leite. Pois seu aumento interfere
negativamente na producdo e qualidade do leite, reduzindo sua secre¢ao e
diminuido os teores de solidos.

Em contrapartida, todos os elementos indesejaveis em um leite de
qualidade, como proteinas séricas, cloro e sédio tem suas concentracdes
aumentadas, potencializando assim a perda de qualidade do leite e dos derivados
(MULLER, 2002).

Na Figura 02 pode ser visualizado de maneira mais evidente, que

ocorreu de forma geral no periodo de uso do produto.
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Contagem de Células Somaticas - CCS
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FIGURA 02 — Evolucdo da CCS antes e durante a utilizacdo do simbiotico. Os
valores sdo médias de quadrados minimos trimestrais,

retransformados da forma logaritmica.

Nao foi constatado efeito significativo nos teores de gordura, proteina,
e sélidos totais do leite, resultados estes que semelhantes aos encontrados por
FRANCISCO et al. (2002) que ndo observaram aumento nas concentracdes de
lactose e gordura quando adicionaram 17 gramas de Propionibacterium estirpe
P169 na dieta de vacas da raca holandesa avaliadas desde 2 semanas pré parto
até 12 semanas pos parto,.

Ja NOCEK & KAUTZ (2006) relatam um aumento na concentracéo de
gordura do leite de vacas da raca Holandesa, 4,65 vs 4,59%, quando utilizaram
um probidtico a base de Enterococcus faecium e Saccharomyces cerevisiae em
comparacao com o lote controle. Resultados semelhantes foram encontrados por
NOCEK et al. (2003).

As variacbes de resultados observadas na literatura podem estar
ligadas a fatores como producao de leite, que por sua vez pode ser influenciada
negativamente pela alta CCS, conforme relatado por COLDEBELLA et al. (2004),
e também pela dieta ofertada aos animais, pois 0 uso de probidticos podem
causar mudancas na fermentacdo ruminal, resultando em mudancas nas
concentracbes de acidos graxos de cadeia curta, como acetato e propionato
(STEIN et al., 2006, CHIQUETTE et al.,, 2008), estes acidos sdo de grande
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importancia na sintese da gordura do leite, sendo ainda o propionato o principal
precursor da glicose (ANTUNES et al., 2011) percussor da lactose no leite.

De acordo com RULQUIN et al. (2004) a sintese de propionato
economiza aminoacidos glicogénicos na gliconeogénese, o que por sua vez pode
resultar em aumento da disponibilidade de aminoacidos para sintese de proteina
no leite, conforme relato de STEIN et al. (2006).

4.2 Intervalo de Partos (IP)

Nao foi possivel obter dados de inseminagfes e coberturas, nem de
diagnésticos de prenhez. No entanto, foi verificada uma reducdo de 73 dias no
intervalo de partos, reduzindo de 443 em média no periodo anterior a utilizacdo do
simbidtico, para 373 no periodo de utilizacdo. Evidentemente, uma reducdo no IP
implica numa reducdo nos dias abertos das vacas. Resultados promissores
relacionados ao uso de prebidticos e probidticos na fertilidade foram encontrados
em monogastricos (ALEXOPOULOS et al., 2004; O'DEA et al., 2006). No entanto,
pesquisas que envolvem estes produtos em bovinos na reproducdo ainda séo

escassas.

TABELA 06 — Variaveis reprodutivas® nos periodos de 12 meses antes e durante

a utilizacado do simbidtico.

) Sem Com Desvio
Variavel o S P
Simbidtico Simbidtico padréo
Intervalo de Partos
446,3 373,4 124,8 0,002

(dias)

'0s valores sdo médias de quadrado minimos.

De acordo com FERREIRA (2006), o intervalo de partos (IP) € um dos
fatores mais importantes para se alcancar uma boa eficiéncia econdmica e
produtiva do rebanho, enfatizando que um intervalo entre parto ideal seria de 12
meses ou 0 mais proximo disso. No Figura 03 pode ser visualizado que o0 uso dos

simbidticos possibilitou resultados bem préximo do considerado ideal.
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Dias
Tratamento e To0]120] 150] 180] 210] 240] 270 300] 330] 360] 373 |390]420] 446 |450
ISem simbidtico IParto | Dias aberta | Gestacao [Parto |
[Com simbiético [Parto | Dias aberta | Gestacéo [Parto |

FIGURA 03 — Etapas reprodutivas nos periodos de um ano antes e durante a
utilizacéo do simbidtico.

LOPES et al. (2009) realizaram uma simulacdo com trés intervalos de
partos diferentes (365, 510 e 657 dias) e constatou que o IP afetou diretamente a
composi¢cdo e a evolucdo do rebanho, além de influenciar a rentabilidade da
atividade leiteira, sendo mais eficiente um IP de 12 meses.

De acordo com FRICKE (2001) o intervalo de partos pode ser dividido
em quatro periodos, sendo eles: Periodo Voluntario de Espera — PVE, Intervalo
do Final do PVE até a Primeira Cobertura, Intervalo entre a Primeira Cobertura e
a Concepcao e Periodo de Gestacao.

O PVE como o nome ja diz, depende de uma decisdo de manejo, que
pode variar de 40 a 70 dias, pois o periodo imediatamente apds o parto pode
apresentar riscos significativos a salde e producdo do animal, sendo que nesta
fase podera ocorre retencdo de placenta, metrite, cetoses, deslocamento de
abomaso e cistos ovarianos, sendo este entdo o periodo de recuperacdo do
animal. J4 o Intervalo do Final do PVE até a Primeira Cobertura corresponde ao
final do PVE, quando o animal ja esta pronto para receber a primeira cobertura ou
inseminacao artificial - 1A, este periodo depende em grande parte da capacidade
de deteccdo do cio, sendo que quanto mais eficiente for a deteccéo de cio, menor
sera este periodo. Técnicas reprodutivas como IATF podem auxiliar na reducao
deste periodo. O terceiro periodo compreende o Intervalo entre a Primeira
Cobertura e a Concepcdo, ou seja, a forma como os animais respondem a
inseminacao, este periodo depende de dois fatores, da taxa de concepcédo e da
taxa de deteccdo de cio. O ultimo periodo corresponde a gestacdo que dura em
torno de 282 dias para a vaca holandesa, lembrando que de todos esses
periodos, apenas a gestacdo ndo pode ser alterada. Os demais dependem
diretamente do manejo nutricional e reprodutivos e da qualidade da mao de obra
(FRICKE, 2001).
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GOFF (2006) relata que no periodo pré e pés-parto o consumo de
matéria seca € reduzido, a0 mesmo tempo em que a necessidade de nutrientes
aumenta, devido a formacédo do colostro e dos eventos causados pelo parto. Este
fato deixa o animal em balanco energético negativo — BEN, que interfere de forma
negativa na recuperagcao do animal e consequentemente no retorno ao cio.

DANN et al. (1999) trabalhando com um produto a base de
Saccharomyces cerevisiae relatou que o consumo de matéria seca foi aumentada
pela utilizacdo do produto durante a ultima semana pré-parto (9,8 vs 7,7 kg) e
durante os primeiros 42 dias de lactacdo (13,7 vs 11,9 kg). Este fato pode
explicar a melhoria na eficiéncia reprodutiva dos animais que consumiram o
produto, pois tanto a acdo da levedura, como das enzimas presentes na
formulacdo podem influenciar de forma positiva 0 consumo e a digestibilidade da
dieta dos animais, diminuindo os efeitos negativos do BEN e consequentemente
melhorando o retorno ao cio, diminuido o PVE e o Intervalo do Final do PVE até a
Primeira Cobertura, resultando em um menor intervalo de partos.

Ha poucos trabalhos na literatura relacionando da saude intestinal a
fertilidade, principalmente em ruminantes. Em um estudo com macacas, BAILEY
et al. (2002) observaram uma correlacdo entre a microbiota intestinal, o estado
inflamatorio do intestino e a incidéncia de endometriose. JA HALLER-KIKKATALO
et al. (2012), em uma revisdo da literatura em humanos, mostraram que o sistema
imune interfere na fertilidade em varios pontos, desde a protecdo contra infeccdes
no trato reprodutivo, até a resposta autoimune contra o hormonio foliculo-
estimulante (FSH) da mé&e. Evidentemente, faltam estudos destas relagbes com

animais de producao, especificamente em ruminantes.
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5 CONCLUSOES

O aditivo simbiético utilizado nas propriedades estudadas demonstrou
ser uma ferramenta eficaz na reducgéo de células somaticas no leite, bem como na
melhoria da fertilidade dos animais. Este estudo demonstra que os resultados
encontrados em centros de pesquisas estdo sendo observados também no

campo.
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