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Resumo

FREITAS, Vanessa Oliveira de. Efeito da suplementagdo com Saccharomyces
cerevisiae no perfil metabdlico, inflamatério e reprodutivo de vacas leiteiras.
2015.39f. Dissertagcao (Mestrado). Programa de Pés Graduagdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da suplementagdo com cultura de
levedura e levedura hidrolisada enzimaticamente (CL- LHE) no desempenho
reprodutivo, perfil metabdlico e status inflamatério de vacas em um sistema semi-
extensivo desde 21 dias pré- parto até 150 dias pos-parto. Foram utilizadas 30
fémeas multiparas da raga holandés selecionadas pelo numero de lactagdes (= 3
lactacbes) e histérico negativo para doencgas clinicas e reprodutivas na lactagao
anterior. As vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia, com uma média de
producao de 28 litros/vaca/dia, sendo medido quinzenalmente a produgao individual.
Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com o tratamento, grupo CL-
LHE (n=15) que recebiam 28 g on top do produto contendo cultura de levedura e
levedura hidrolisada enzimaticamente (Celmanax, Vi-COR, Mason City, IA) uma vez
por dia juntamente com a dieta. Ja as vacas do grupo controle (n=14) nao recebiam
o0 suplemento. As coletas de sangue para analises bioquimicas e metabdlicas
ocorreram nos dias -21, -14 e -7 em relagao ao parto (periodo pré-parto). Apos o
parto as coletas ocorreram nos dias: 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42, sendo que do 14°
ao 35° dia, coletou-se semanalmente também para niveis séricos de progesterona.
Vacas que receberam CL-LHE tiveram menor intervalo parto concepc¢ao (IPC) médio,
95,35 dias (p=0,02) e maior taxa de concepgéo, 64,3% (p=0,04). Nao houve efeito
sobre o retorno a ciclicidade (p=0,18) e sobre o metabolismo proteico, PUN (p=0,66),
colesterol (p=0,45) e colesterol- HDL (p=0,38). O AGNE (p=0,55) e BHB (p=0,65)
nao sofreram alteragao pelo tratamento. As proteinas de fase aguda também nao
foram afetadas sendo PON (p=0,22), Haptoglobina (p=0,53) e Albumina (p=0,10).
Conclui-se que vacas suplementadas com cultura de levedura mais levedura
hidrolisada enzimaticamente (CL-LHE) desde o pré-parto até a primeira metade da
lactacdo ndo alteram o padrdo metabdlico, o status inflamatério e a retomada da
atividade ovariana. No entanto, a suplementacéao afeta positivamente o desempenho
reprodutivo e a produgao de leite com um menor intervalo parto concepgao.

Palavras- chave: levedura; status inflamatoério; metabolismo;



Abstract

The objective of this study was to determine the effect of supplementation of yeast
culture and enzymatically hydrolyzed yeast (CL- LHE) on reproductive performance,
metabolic profile and inflammatory status of cows in a semi-extensive system since
21 days pre-calving to 150 days post partum. We used 30 multiparous female Dutch
breed selected by the number of lactations (= 3 lactations) and negative history for
clinics and reproductive diseases in the previous lactation. The cows were milked
twice daily, with an average yield of 28 liters / cow / day, measured biweekly crop.
The animals were divided into two groups according to treatment, CL IT group (n =
15) received on top 28 g of the product containing yeast culture and enzymatically
hydrolysed yeast (Celmanax, Vi-COR, Mason City, IA) once a day with the diet. Have
the cows in the control group (n = 14) did not receive the supplement. Blood samples
for biochemical and biological analysis occurred on days -21, -14 and -7 for childbirth
(pre-partum). After delivery of the samples were collected on days 0, 3, 7, 14, 21, 28,
35 and 42, and the 14th to the 35th day, it also collected weekly serum progesterone
levels. Cows receiving CL-LHE had lower birth interval conception (CPI) average,
95.35 days (p = 0.02) and higher conception rate, 64.3% (p = 0.04). There was no
effect on the return of cyclicity (p = 0.18) and on protein metabolism, PUN (p = 0.66),
cholesterol (p = 0.45) and HDL-cholesterol (p = 0.38). The AGNE (p = 0.55) and BHB
(p = 0.65) were not modified by treatment. Acute phase proteins were not affected
and PON (p = 0.22), haptoglobin (p = 0.53) and albumin (p = 0.10). It was concluded
that cows supplemented with more yeast yeast culture enzymatically hydrolyzed (CL-
LHE) from pre-birth through the first half of lactation did not alter the metabolic
pattern, the inflammatory status and the resumption of ovarian activity. However,
supplementation positively affects the reproductive performance and the production
of milk with a shorter interval delivery design.

Key words: yeast; inflammatory status; metabolism;
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1 Introducao Geral

O desenvolvimento da pecuaria leiteira € um importante segmento da
pecuaria nacional. Em 2013 o Brasil produziu 35 bilhdes litros de leite (IBGE, 2013).
Aproximadamente 90% dos sistemas de produgao de leite sdo extensivos e nestes,
o pasto corresponde a 85% da dieta. No entanto, a falta de manejo e nutricao
adequados sao os principais responsaveis pelo baixo desempenho produtivo
(Mezzadri et al., 2012). Em contrapartida, a regido Sul tem se destacado pelo
aumento da producao de leite, que cresceu 45% nos ultimos cinco anos (3,1 bilhdes
de litros de leite). Esse aumento, € um exemplo do potencial da cadeia do leite em
nivel regional e nacional, ao mesmo tempo em que demonstra a capacidade que o
pais tem para atender o mercado interno (Mezzadri et al., 2012). Neste contexto, a
intensificagdo e tecnificacdo dos sistemas de produgcdo tornam-se aspectos
importantes a serem considerados para maior rentabilidade do produtor a baixo
custo (Wittwer et al., 2000a).

A alta exigéncia nutricional, produtiva e reprodutiva sao fatores
predisponentes a uma maior incidéncia de transtornos metabdlicos durante a
lactacao (Goff, 1997 e Buckley, 2003). Durante o periodo de transigcao (trés semanas
que antecedem o parto até a terceira semana de lactagao), as vacas passam por um
balango energético negativo (BEN), caracterizado pela redugdo da ingestao de
matéria seca em relagéo ao pico de producgao (Campos et al., 2007). A intensidade
do BEN varia de acordo com o0 manejo realizado durante o pré- parto e as severas
adaptagdes decorrentes dos processos metabdlicos do inicio da lactagdo (Overton et
al., 2004).

Entretanto, o periodo de transi¢do continua sendo um grande desafio dentro
dos rebanhos leiteiros, resultando em importantes perdas econémicas consequentes
dos desequilibrios nutricionais que afetam diretamente o desempenho produtivo e
reprodutivo desses animais, pois as alteracbes metabdlicas e fisiologicas se
apresentam paralelamente no periodo da involugao uterina e retomada da atividade
ovariana (Drackley, 1999 e Hayirli, 2002). Um dos principios de manejo para atenuar
os efeitos deletérios do periodo de transicdo é utilizar estratégias e praticas
nutricionais. Dentre estas se destacam a utilizagdo de incremento energético da
dieta como a gordura protegida (Cervoni et al., 2006), estratégias metafilaticas de
aproveitamento energético (Pereira et al., 2013) e a utilizacdo de aditivos e

suplementos que melhorem a eficiéncia ruminal e captacado de energia (Yuan et al.,
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2015). Outros estudos tém demonstrado que a suplementacdo com levedura
aumenta a ingestdo de alimento, producédo de leite, produgcdo de acidos graxos
volateis (AGV) e digestibilidade da matéria organica (Desnoyers et al., 2009).

Nesta condicdo, com o objetivo de complementar o aproveitamento dos
alimentos ingeridos pelos animais uma estratégia bastante utilizada na nutricao
animal € a suplementacdo coma cultura de levedura e levedura hidrolisada
enzimaticamente (CL-LHE). A suplementacdo de levedura tem demonstrado
aumentar a ingestao de alimentos e produgao de leite em alguns estudos com vacas
leiteiras em lactagdo precoce, mas os mecanismos de agao pelos quais a levedura
age permanecem desconhecidos (Yuan et al., 2015). As leveduras vivas tém sido
amplamente utilizadas na nutricdo animal, visando melhorar o desempenho
produtivo através do estabelecimento do meio anaerébio para fungos, bactérias e
protozoarios ruminais. A levedura mais utilizada é a saccharomyces cerevisiae (SC),
extraida de residuos de cervejarias e paes. Considerando os efeitos benéficos da
levedura em relagdo ao metabolismo animal (Wallacee et al., 1994), ingestdo de
mateéria seca e producao de leite, a resposta pode ser variavel em relagdo aos niveis
de suplementagao, estagio de lactacdo e composi¢cao das dietas fornecidas (Adams
et al., 1995). A atividade respiratéria de SC é maior que a concentragcao de O, que
entra no fluido ruminal, com isso pequenas quantidades de levedura podem trazer
resultados satisfatérios no desempenho de vacas leiteiras (Newbold et al.,1996).
Além disso, o ph ideal para o crescimento de leveduras € de 4,5, sendo que o pH
ruminal € em torno de 6,4 a 7,0, e a temperatura para o seu crescimento 6timo é ao
redor de 25° C, que desfavorece o seu desenvolvimento no ambiente ruminal (39°C),
sendo necessario introduzi-la diariamente na dieta.

Enfermidades causadas por disfungdes ruminais estdo associadas a elevados
niveis de proteinas de fase aguda (APPs). Estas s&o indicadores de disturbios com
consequente resposta inflamatéria. A liberagdo de citocinas pré inflamatdrias foi
citada por Drackley (2005), com efeito principal na liberacdo de proteinas de fase
aguda, como haptoglobina. Este evento € representado por estresse imunoldgico,
desvio metabdlico (Elsasser et al., 2000), podendo estes ser agravados em torno do
parto (Jonhson e Frinck, 2001). Citocinas pr6 inflamatérias também sao
caracterizadas por menor ingestdo de matéria seca, exacerbando assim o balango
energético negativo, bem como menor eficiéncia reprodutiva e diminuicdo na

producao de leite (Bertoni et al., 2000). Na parede das leveduras estao presentes os
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mananos e glucanos, responsaveis por estimular a resposta imune (Franklin et al.,
2005). Tem sido sugerido que componentes da parede celular da levedura seriam os
responsaveis pela acao local e sistémica das leveduras sobre o sistema imune. A
parede celular compreende de 15% a 30% do peso seco da levedura, sendo
constituida por um conjunto de oligossacarideos denominados de
mananoligossacarideos (MOS). A composi¢cao dos MOS pode variar de acordo com
a cepa, as condi¢des de cultivo e a idade da cultura, mas, geralmente, corresponde
a 30% a 50% de -(1,3) glucanos, 10% de -(1,6) glucanos, de 25% a 50% de
mananas e de 1% a 3% de quitina (Lipke e Ovalle, 1998). Os glucanos possuem a
habilidade de estimular o sistema imune dos mamiferos, especialmente por meio de
respostas inflamatérias. A ativagdo dos macréfagos pelos - glucanos aumenta seu
tamanho e numero, estimulando a secrec¢ao de citocinas, aumentando a fagocitose
de antigenos e ativando, de maneira inespecifica, o sistema imunolégico (Moran et
al., 2004).

Estudos demonstraram que a utilizagédo de leveduras e seus produtos durante
o periodo de transicdao tem efeito no rumen, estabilizando seu pH, aumentando a
digestibilidade da fibra, aumentando a ingestdo de matéria seca e tendo
consequéncias no aumento da produgao de leite e em seus componentes como a
gordura (Desnoyers, 2009 e Yuan, 2015). O desempenho produtivo para produgao
leiteira € dependente de um correto manejo nutricional nos periodos pré e pés- parto.
O diagndstico de disturbios metabdlicos, ocorridos em consequéncia da dieta, bem
como a corre¢ao desta, durante o periodo de transicdo tem atraido a atencéo de
profissionais e produtores com o intuito de aumentar a produtividade dos rebanhos
leiteiros. Diante do exposto, diversas doengas assumem consideravel importancia,
sendo que as enfermidades relacionadas ao manejo alimentar influenciam a
eficiéncia produtiva e intervalo entre partos em vacas leiteiras (Lucy, 2007 e Sartori,
2007).

No entanto, trabalhos investigando a suplementagcdo com leveduras e seus
produtos em sistemas semi-extensivo de producdo de leite e seus impactos no
desempenho reprodutivo e respostas inflamatdrias ainda sdo escassos. Nos ultimos
60 anos, os pesquisadores indicam uma importante relacdo, onde o desempenho
reprodutivo de vacasde alta produgao esta sendo negativamente afetado (Butler et
al., 2012). Nao existe duvida de que a produgdo por vaca aumentou

consideralvelmente, mas nao esta claro o quanto desse aumento pode explicar a
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aparente diminuicao na fertilidade (Butler et al., 2012). A medida que se aumenta a
selecdo genética por producédo de leite, aumenta-se o numero de inseminacgdes/
concepgao. O aumento da mobilizagdo de reservas corporais no inicio da lactagao
tem marcado efeitos sobre a fungdo ovariana e desempenho reprodutivo (Butler,
2003 e Santos, 2004). Além do periodo fisiologico de déficit de energia, fatores
ambientais que agravam as necessidades energéticas de vacas leiteiras no inicio da
lactagdo podem comprometer ainda mais o consumo de energia e desempenho
reprodutivo (Kalmus et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da suplementagao com cultura
de levedura mais levedura hidrolisada enzimaticamente sobre o desempenho
reprodutivo, perfil metabdlico e status inflamatério de vacas em um sistema semi-
extensivo desde 21 dias pré- parto até 150 dias pds-parto. Sendo assim, a hipétese
deste trabalho é que vacas leiteiras suplementadas com CL- LHE, durante o peri
parto, melhoram o status inflamatorio, através da resposta imune antecipando a

primeira ovulagao pds- parto e o desempenho reprodutivo.
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2. Metodologia

2.1 Local

O experimento foi conduzido de Julho de 2013 a Fevereiro de 2014, em uma
fazenda comercial localizada em Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil (32 ° 16 'S,
52 ° 32' E). A topografia local é tipicamente formada por planicies e por regides de
banhado, que séo leves depressées que alagam durante temporadas de chuva. O
clima do municipio é subtropical ou temperado, com verbes moderados (temperatura

média de 28°C) e invernos frios (temperatura média de 5°C).

2.2 Animais, dieta e manejo

O comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pelotas, sob numero de registro 6040, aprovou todos os procedimentos realizados.
Foram utilizadas 30 fémeas multiparas da raga holandés selecionadas pelo numero
de lactagdes (=3 lactagdes) e histérico negativo para doencgas clinicas e reprodutivas
na lactagao anterior. As vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia em um intervalo
de 12 horas, com uma média de producao de 28 litros/vaca/dia. A média do escore
de condig¢ao corporal foi de 2,6. Os animais no periodo pré-parto permaneciam em
piquete de campo nativo, recebendo concentrado e volumoso no cocho. Apds o
parto os animais recebiam a dieta da fase colostro, recebendo concentrado e
volumoso apds a ordenha até aproximadamente 12 dias quando passavam a
receber a dieta da fase de lactacao também com fornecimento de concentrado e
volumoso apds a ordenha onde permaneceram até o final do periodo experimental.
As dietas foram formuladas para exceder ou igualar os requerimentos segundo o

NRC, 2001 estido demonstradas na tabela 1.
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Tabela 1. Estimativa de oferta dos ingredientes da dieta fornecida aos animais desde

o pré-parto (-21 dias) até 150 dias pés-parto, para os grupos Controle e CL-LHE.

Estimativa
Dieta Itens (kg/dia)

Pés-parto

Azevém 7.8

Pré secado azevém 3

Concentrado 11.7
Pré-parto

Silagem de sorgo 4.8

Palha de arroz 3.5

Campo Nativo 5

Concentrado 4.5

Tabela 2: Ingredientes e composi¢ao da dieta fornecida aos animais desde o pré-

parto (-21 dias) até 150 dias pés-parto, para os grupos Controle e CL-LHE.

Ingredientes, %MS na Dieta
dieta pré-parto  pés-parto
Concentrado’ 17,99 52,00
Pré secado ) 13,33
Azevém : 34,67
Silagem de sorgo 17,27
Palha de arroz 10,79
Campo nativo 53,96
Composic¢ao nutricional
%
MS 87,14 74,86
Cinzas 8,23 8,47
PB 9,69 10,39
FDN 50,50 53,56
FDA 27,22 28,82
EE 1,92 2,29

'Concentrado: casca de soja, farelo de arroz, milho moido, sorgo moido,

farelo de soja, calcario, bicarbonato de sédio, premix vitaminico, ureia e NaCl.
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2.3 Analises de sangue e coletas séricas

As coletas de sangue para analises bioquimicas ocorreram nos dias -21, -14
e -7 dias em relagcao ao parto (periodo pré-parto). Apds o parto as coletas ocorreram
nos dias: 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42. Para avaliar a retomada da atividade ovariana
coletou-se sangue semanalmente do 14° dia até o 35° dia pds- parto para mensurar
o nivel de progesterona (P4) sérica sanguinea circulante neste periodo,
considerando vacas com = 1ng/ml em duas coletas consecutivas como animais que
retornaram a atividade estral. As coletas foram realizadas através do complexo
vascular coccigeo usando tubos tipo vaccuntainer contendo o anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) com capacidade de 5 mL. Todas as amostras de
sangue foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos € o soro ou plasma
foram separados, acondicionados em microtubos de 1,5mL congeladas a -80°C para

posteriores analises bioquimicas.

2.3.1 Avaliacao de proteinas de fase aguda

Para determinacao da atividade PON foi utilizado um protocolo previamente
descrito (Browne et al., 2007). Brevemente, foi utilizado um tampao Tris/HCI 20 mM,
contendo 1 mM de cloreto de calcio e 4mM de fenilacetato como solugéo de trabalho.
As amostras foram diluidas (1:3) em Tampao 20mM Tris/HCI. A leitura foi realizada
em espectrofotdbmetro, adicionando-se 3,3 uL da amostra diluida em 500 uyL da
solugao de trabalho. O comprimento de onda utilizado foi de 270 nm e um tempo de
leitura de 1 minuto. A atividade da enzima foi determinada pela seguinte férmula: A
Absorbancia x 115 x 3. A atividade da PON foi expressa em U/mL.

A haptoglobina foi analisada pela técnica colorimétrica descrita por Jones e
Mould, 1984 e absorbancia realizando a leitura em um leitor de placas (Thermo Plate
® TP-Reader, Sao Paulo, Brasil). As concentragdes de albumina foram medidas
colorimetricamente utilizando kits comerciais (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, SP,

Brasil).



20

2.3.2 Avaliagao do metabolismo proteico e lipidico

Os teores séricos de uréia e colesterol foram determinados, através da
analise colorimétrica por kit comercial (Labtest, Belo Horizonte, Brasil). Ja o
Colesterol- HDL (colesterol ligado a proteinas de alta densidade), foi determinado a
partir do sobrenadante, obtido apds a centrifugacao. As leituras das amostras foram
realizadas em espectrofotdmetro BioEspectro® SP 220 (Bioespectro, Curitiba, Brasil).

Realizou-se através de mensuragdes dos niveis de acidos graxos nao
esterificados (AGNE) e B-hidroxibutirato (BHB) através de kits comerciais (Wako
NEFA-HR, Wako Chemicals EUA ®, Richmond, EUA e BHBA: Ranbut, Randox ®

Laboratories Ltd, UK) de acordo com o método descrito por Ballou (2009).

2.4 Performance Reprodutiva:

A partir dos 37 dias pos-parto as vacas foram submetidas a um exame
ginecoldgico completo e iniciou-se um protocolo de sincronizagdo da ovulagéo de

acordo com o manejo estabelecido pela fazenda. Nos animais que apresentassem
corpo luteo, administrava-se uma dose (25mg/ml) de prostaglandina (Lutalyse®,

Zoetis) para fazer a lise do CL e a partir deste momento, eram realizadas
observacdes de cio duas vezes por dia para posterior inseminacao artificial (IA).
Caso contrario, se ndao houvesse CL, aos 60 dias pods-parto esses animais
retornavam para iniciar o protocolo de sincronizagcdo e posterior inseminagao

artificial em tempo fixo (IATF). O protocolo consistia na inser¢cao de um dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (CIDR®; Pfizer Saude Animal, Brasil) no Dia 0
do protocolo, concomitantemente com a aplicagéo i.m. de 2mg de Benzoato de
Estradiol (Gonadiol®, Zoetis, Brasil). No Dia 7 foi realizada a remocédo do CIDR,
seguido da injecao i.m. de 25 mg de um andlogo da prostaglandina F2a (PG;
Lutalyse®, Zoetis Saude Animal, Brasil). Ja no dia 8, foi realizada uma aplicagao
i.m.de 1 mg de cipionato de estradiol (ECP®, Zoetis Saude Animal, Brasil) e 48 horas
depois realizada a inseminagdo dos animais que nao foram observados em estro.

Animais observados em cio entre osdias 7 e 9 do protocolo eram inseminados 12

horas apds a deteccdo. O diagndstico de gestacao (DG) era realizado por
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ultrassonografia, através do aparelho Weeld Wed (3100v), com transdutor linear
transretal de frequéncia 5.5MHz aos 30 e 60 dias apds a IA. Através da analise de
performance reprodutiva eram gerados e coletados os seguintes dados: intervalo
parto-concepcgao (IPC) e taxa de prenhez. O IPC foi calculado a partir da data da
ultima IA, subtraida da data do ultimo parto, considerando o limite maximo de 150
dias pds-parto. As mensuragcdes das concentragcdes séricas de progesterona foram
determinadas através do método de radioimunoensaio (Coat-A- Count®, Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, CA) como descrito em Burke (2003) emum
laboratdrio especifico para esta analise na cidade de Sao Paulo/SP.

Dos 30 animais utilizados no estudo, um deles foi excluido por apresentar
endometrite clinica, permanecendo 29 animais, sendo 15 pertencentes ao grupo CL-

LHE e 14 ao grupo controle.

n
B [per2a]
CIDR [ecr ] aTe ]

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DS D10

Figura 1. Protocolo de IATF, adaptado Heatsynch.

2.5 Analises Zootécnicas:

Os dados de produgcdo de leite por vacal/dia, peso corporal, escore de
condigdo corporal foram coletados semanalmente durante todo o periodo

experimental.
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2.6 Analise Estatistica:

As variaveis avaliadas foram: 1% ovulacéo, IPC, taxa de prenhez, producgéo de
leite, APPs, colesterol, HDL, PUN, AGNE e BHB. Para todas as variaveis foi feito
uma analise de variancia utilizando um modelo com medidas repetidas no tempo. O
modelo incluiu os efeitos fixos de tratamento (grupo CL- LHE e controle), tempo e
suas interagdes, além do efeito casualizado da vaca. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa NCSS 2005. O intervalo entre parto e
concepgao foi analisado por analise de sobrevivéncia utilizando o modelo de Kaplan-
Meier (Kaplan e Meier, 1958) através do procedimento Kaplan-Meier Survival Curves.
Vacas que permaneceram nao gestantes aos 150 dias pds-parto foram bloqueadas
aos 150 dias. Para o célculo da média do IPC foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA) utilizando o procedimento no programa. Nas analises de frequéncias em
varaveis qualitativas foi utilizado o teste de qui-quadrado através do procedimento
CROSS TABULATION. Em todos os testes o nivel de significancia utilizado foi de P

<0,05, valores de P entre 0,05 e 0,1 foram aceitos como tendéncia.

3. Resultados e Discussao

Performance Reprodutiva

Em relacdo ao intervalo parto concepgao (IPC), houve diferengca (p=0,02)
entre os grupos, conforme observado na Figura 2. Corroborando com este indicativo,
a porcentagem de vacas gestantes até os 150 dias de lactagdo também foi diferente
(p=0,04) entre as vacas suplementadas com SC (64,3%) e grupo controle (26,7 %),

como pode ser observado na Figura 3.
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Das 29 vacas avaliadas, somente 12 ovularam até os 35 dias e destas, 6

eram do grupo que recebeu suplementagao e seis do grupo controle. A média de
dias para a primeira ovulagao foi de 23,33 + 2,8 dias no grupo CL — LHE e de 29,16

+ 2,8 dias para o grupo controle, ndao havendo diferenga (p=0,18) entre os grupos

sobre o retorno a ciclicidade. Todos os animais que apresentassem CL a partir dos

37 dias recebiam uma dose de prostaglandina, podendo ser inseminadas a partir

deste momento conforme observado na figura abaixo. Caso isso nao ocorresse, aos

60 dias todas as vacas eram submetidas ao protocolo de IATF e observa-se o

retorno do cio.

=
|

Vacas ndo gestantes (%)
o

[ A P |
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O,OI o |40[,0I o I&)I,OI
IPC

Figura 3.Efeito da suplementacdo com cultura de levedura mais
levedura hidrolisada enzimaticamente (CL-LHE) desde o pré-parto até

os 150 dias pds-parto sobre o intervalo parto-concepgéo (IPC)
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Proteinas de Fase Aguda

Em relacdo as proteinas de fase aguda, nao houve diferenga (p>0,05) entre

os dois grupos estudados, conforme demonstrado na Figura 4.
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concentragao de Haptoglobina (B; g/dL), Média da concentragéo de
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Figura 5. Média da concentragdo de PUN (D; mg/dL), Média da
concentragédo de Colesterol (E; mg/dL), Média da concentragéo de
HDL (F; g/dL) durante o periodo avaliado que compreendeu do -21
dias pré- parto até 42 dias pos- parto.
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Metabdlitos no Plasma

Avaliou-se, BHB, AGNE (figura 6 e 7 respectivamente), onde nao foi
encontrado diferencas (P>0,05), e também PUN (nitrogénio ureico no plasma)
(p=0,66) Colesterol (p=0,45), onde nao houve influéncia do tratamento sobre os

grupos no periodo avaliado.
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Figura 6: Concentracao sérica de BHB (mEq/L) durante o periodo de transigao (p=0,65).
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Figura 7: Concentragao sérica de AGNE (mmol/L) durante o periodo experimental avaliado (p=0,55).
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Producéo de Leite e ECC

As vacas suplementadas obtiveram uma produgdo media de leite de 27,75
litros/vacal/dia, enquanto as vacas do grupo controle 24,98 litros (p=0,05) até 150
dias de lactacdo. Em relagao ao ECC, nao houve difereca (p>0,05), sendo 2,66 para
0 grupo suplementado e 2,53 para o grupo controle em uma escala de 1 a 5.
Embora tenha sido observado um efeito (P<0,01) da variacdo da ECC ao longo do

periodo estudado.

4. Discussao

Em sistemas de produgao de bovinos de leite, a variavel de maior impacto
sobre o desempenho reprodutivo é o intervalo parto-concepcgéao (Lucy et al., 2001).
Ainda, esta medida é fundamental para determinar o intervalo entre partos que,
considerando-se um periodo voluntario de espera (PVE) médio de 60 dias,
apresentaria como um limite superior aceitavel de 85 dias para a re-concepgao
(Stevenson et al.,, 2005). Contudo, pode-se aceitar variagbes economicamente
viaveis quando este limite ndo supera os 110 dias (Jainudeen e Hafez, 2000).
Considerando-se entao esta variavel, o grupo suplementado apresentou
desempenho satisfatério em comparagao ao grupo controle, apresentando resultado
médio abaixo dos 110 dias. Este fato é resultante final de uma série de processos
fisiolégicos que ocorrem durante o pds-parto, nos quais os sistemas enddcrinos,
reprodutivo e o metabolismo geral da vaca estao envolvidos (Hess, 2005 e Roche,
2006). Ainda neste sentido, a taxa de prenhez das vacas suplementadas foi maior
até os 150 dias de lactacao, sendo possivel observar o momento de concepgao das
vacas em cada grupo estudado.

Durante o periodo avaliado neste estudo (primeira metade da lactagéo) ha o
inicio de uma redugao mais acentuada da curva de producao de leite, bem como
dentro do manejo da propriedade € o0 momento em que a dieta das vacas era
modificada para atender um momento de menores exigéncias. Sendo assim, é
possivel inferir que as vacas suplementadas foram capazes de conceber
antecipadamente em um momento de maior desafio metabdlico o qual apresentava

grandes exigéncias para a produgao de leite e a propria reprodugao.
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O intervalo parto 1% ovulagdo € um parédmetro reprodutivo de extrema
importancia, pois segundo Butler (2003), vacas que retornam a ciclicidade mais cedo
concebem mais precocemente, uma vez que recuperam os equilibrios ciclicos e
niveis dos horménios esterdides e ambiente uterino viavel a concepg¢ao de forma
antecipada. No entanto, neste estudo o tratamento ndo afetou a antecipacdo da
ovulagao e, portanto, nao foi fator preponderante a influenciar o resultado do IPC e
na taxa de gestagcdo. Em um estudo similar, ambos os grupos tiveram uma retomada
da atividade ovariana semelhantes, sendo 37 e 35 dias, respectivamente para o
grupo suplementado e controle (El- Desouky et al., 2014). Uma possivel explicagao
para os resultados obtidos em nosso trabalho € que possiveis fatores ligados a
saude uterina possam ter determinado a concepcdo antecipada das vacas
suplementadas. E fundamental um ambiente uterino adequado para a fertilizagdo e
desenvolvimento embrionario e fetal (Pursley e Martins, 2011).

Krause (2014), estudando vacas leiteiras em condi¢des similares a este atual
estudo, observaram que as infecgdes uterinas podem ter um papel chave sobre a
resposta ovulatéria e consequente desempenho reprodutivo, pois vacas que
possuem maior porcentagem de células polimorfonucleares (PMN) levaram mais
tempo para a primeira ovulacdo e consequentemente, houve uma interferéncia
negativa para a concepc¢ao. Outra possibilidade de justificativa aos resultados de
melhor desempenho reprodutivo observado neste estudo seja o aproveitamento e
digestibilidade da dieta oferecida as vacas, uma vez que como observado em
estudos recentes o animal suplementado com leveduras se alimenta mais vezes
durante o dia em um curto periodo de tempo, tendo potencial impacto sobre o status
metabdlico e consequentemente inflamatério durante este momento critico (DeVries
e Chevaux, 2014). Embora os mecanismos que interferiram nesta resposta possam
ter ocorrido de forma indireta e ndao estejam bem esclarecidos, alguns aspectos
podem ser elucidados por outras vias, como a metabdlica ou inflamatdria.

Esta pesquisa foi conduzida durante o periodo de transicdo, momento
fisiolégico determinante para vacas leiteiras retornarem a ciclicidade, produzirem
leite e prepararem-se para uma nova gestacao (Castro et al., 2012). Denominam-se
proteinas de fase aguda (APPs), aquelas cuja as concentracbes séricas variam
quando uma inflamacado é detectada. Elas podem ser caracterizadas negativas
(Albumina), quando diminuem em resposta a inflamagdo ou positivas (PON,

Haptoglobina) quando aumentam sob o mesmo estimulo inflamatério. Em animais
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saudaveis, geralmente as concentracbes destas proteinas sdo baixas ou néao
detectaveis (Thomas et al.,, 2010). Dentro da metodologia adotada ao inicio do
experimento, animais com histério negativo para doencas infecciosas e uterinas na
lactacdo anterior, ndo esperava-se alteracdo no status inflamatoério. Porém, houve
efeito de dias em relagdo ao parto. Em condi¢cdes fisioldgicas, a resposta
inflamatoria estd comprometida neste momento de transigao, onde a vaca gestante
passa para a condicdo de lactante e por isso talvez ndo tenha capacidade de
expressar a sua fungcdo de forma completa. A levedura possui na sua parede
mananos e glucanos, que sao responsaveis por ativar citocinas e consequentemente
modular a resposta imune com repercussodes diretas ou indiretas no desempenho
produtivo e reprodutivo (Franklin et al., 2005). Uma série de moléculas sinalizadoras
sao liberadas pela ativacdo de células imunes, incluindo mediadores inflamatérios
como prostaglandinas e citocinas.

Assim, a CL-LHE, possui uma composicao diferenciada de outros produtos ja
existentes no mercado e por isso, parece controlar melhor a resposta relacionada ao
sistema imune através do estabelecimento de mecanismos diretos e indiretos
citados anteriormente. Com isso, era esperado que a utilizagdo da suplementagao
com CL-LHE fosse modificar o padrao geral de concentragao e atividades das APPs,
0 que nao foi encontrado. No entanto, conforme pdde ser observado, a atividade da
PON nao diferiu entre os grupos,porém, houve uma tendéncia na interagéo grupo e
dias, sendo que a partir dos sete dias apos o parto, momento ja esperado para o
desencadeamento de respostas inflamatdrias, a concentragcdo de PON demonstrou
um retorno antecipado aos niveis normais no grupo suplementado. Sendo assim,
pode-se supor que ha um indicio de recuperagao do parto antecipada no grupo CL-
LHE, em relacdo ao controle nesse momento especifico. E importante salientar que
a informacao em relacao a sensibilidade e atividade desta proteina é recente e ainda
restrita.Em outros trabalhos, a baixa atividade no plasma da PON no periodo do
periparto, foi associado com o aumento da incidéncia de metrite no periodo poés-
parto recente (Bionaz et al., 2007), bem como tendeu a ser determinante ao retorno
a ciclicidade de vacas leiteiras (Krause et al., 2014).

A Albumina é a principal proteina plasmatica sintetizada no figado,
representando de 50 a 65% do total de proteinas séricas. Pode ser considerada
como um indicador mais sensivel para avaliar o status nutricional protéico do que as

proteinas totais. Valores persistentemente baixos de albumina sugerem inadequado
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consumo de proteinas (Fournier et al.,, 2000). A albumina também pode ser
considerada uma proteina de fase aguda negativa, quando diminuida no plasma é
um indicador de falha na fungao hepatica (Bertoni et al., 2008) e doencga uterina
(Burke et al., 2010). No presente estudo, nenhuma diferenca foi observada em
relagdo a Albumina, sendo um importante biomarcador de status energético e
inflamatoério em associagdo com a performance reprodutiva de vacas no pds-parto
recente. Contreras (2000) cita que o nivel de albumina sofre uma diminuigdo no
inicio da lactagao, a qual comeca a se restabelecer desde que o aporte de proteinas
na dieta seja adequado. Por outro lado, a haptoglobina é produzida em nivel baixo
em vacas saudaveis e a produgcdo aumenta quando as vacas sao diagnosticadas
algum tipo de alteracao inflamatdria (Huzzey et al., 2009).

A interacao entre os sistemas metabdlicos, imunolégico e enddcrino, diminuiu
a competéncia imunoldgica ao parto aumentando a susceptibilidade do hospedeiro a
infeccoes (Trevisi et al., 2011). Neste estudo nao foi observado nenhuma alteragao
no padrao de haptoglobina. No entanto, no dia 7 pds- parto houve um pico que pode
ser explicado em consequéncia do parto, pois ha um comprometimento do sistema
imune. Porém aos 35 dias outro aumento foi observado. Deve-se considerar, que
esta proteina possui alta sensibilidade para a detec¢ao subclinica de variagdes
relacionadas a processos inflamatoérios ou infecciosos nos ruminantes (Eckersall et
al., 2001), como também seu aumento pode estar relacionado como resultado da
resposta ao cortisol a algum tipo de manejo na propriedade (Thomas et al., 2010).
No entanto, nao foi possivel relacionar o aumento dos niveis da haptoglobina no dia
35 pos-parto com nenhuma modificagdo no manejo ou ocorréncia de alguma
possivel resposta inflamatoria.

Como uma via alternativa, o BHB € sintetizado a partir da oxidacdo dos
acidos graxos e pode ser utilizado como combustivel para energia, mas em
concentragdes suficientemente elevadas torna-se prejudicial para a fungao
imunitaria e metabdlica, aumentando o risco de disturbios metabdlicos e infecciosas
(Ingvartsen e Moyes, 2013). No periodo de transicdo, ha uma deficiéncia energética,
o nivel de AGNE pode aumentar quando ocorre maior mobilizacdo de lipideos,
regulada por hormdnios como o cortisol e glucagon. O aumento de AGNE e BHB
também pode der prejudicial para a fungao imunoldégica em vacas no peri parto e
esta associada ao prolongamento da recuperagcado uterina (Wathes et al., 2007),

entretanto neste experimento este fato parece nao ter ocorrido.
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Com a suplementacdo com CL-LHE, esperava-se que houvesse alguma
alteracdo no metabolismo energético e proteico em funcdo da modificacdo no
ambiente ruminal promovida pela levedura, como aumento de bactérias celuloliticas
e melhor digestibilidade dos nutrientes, melhorando a produgdo de proteina
microbiana (Miller et al., 2009). Ao mesmo tempo em que ocorre uma reducao da
producao de acido latico ou a maior utilizagao deste pelas bactérias fermentadoras,
ocorre a homeostase do pH ruminal, prevenindo disturbios como acidose metabdlica
e consequentemente aumentando a sintese microbiana no rumen, melhorando a
eficiéncia alimentar (Chaucheyras-Durand et al., 2008). No entanto como
apresentado nas figuras 6 e 7, isso ndao ocorreu, pois 0s niveis mantiveram-se
estaveis durante o periodo avaliado. Entretanto, provavelmente o sistema de
producao e o nivel de producao de leite ndo foram tdo desafiadores aos animais
demonstrando assim capacidade de alterar o perfil do metabolismo lipidico,
energético e proteico através da modificagao ruminal.

Talvez a suplementacdo com levedura seja mais eficaz no periodo de
transicao e no inicio da lactagdo, quando o animal encontra-se em estresse mais
intenso, relacionado principalmente a um nivel de produgao de leite mais elevado do
que o encontrado neste estudo. Esses resultados estdo de acordo com o que foi
encontrado por Dann (2000), que avaliou o efeito da suplementagao com levedura
em dietas para vacas Jersey, primiparas e multiparas dos ultimos 21 dias pré-parto
até os primeiros 140 dias pos-parto sobre a ingestdo de matéria seca e a produgao e
composicao do leite.

O colesterol esta diretamente relacionado com a regulagcédo eixo- hipofisario
(Kastelic et al., 2004). Esperava-se que a avaliagao destes marcadores metabdlicos
como colesterol, HDL e uréia pudessem compreender a interacdo metabolismo-
reprodugdao. O colesterol circula no plasma ligado as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) ou de alta densidade (HDL). Valores elevados de colesterol em
animais de alta producado sugerem que este metabdlito pode ser um indicador da
habilidade da vaca em produzir leite (Gonzalez e Scheffer, 2002). Neste estudo, nao
houve influéncia do tratamento sobre o nivel sério de colesterol e HDL, indicando
que esses animais provavelmente tiveram o mesmo padréao metabdlico, sem
interferéncia do tratamento.

O metabolismo de N em vacas leiteiras envolve o suprimento de nutrientes

para 0s microorganismos ruminais, assim como para o animal (Clayton et al., 1997).
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A amodnia ruminal, uréia no sangue ou plasma e uréia no leite estdo altamente
correlacionadas, podendo ser utilizadas para monitoramento do perfil da dieta co-
relacionando também com o ambiente uterino, pois segundo Hansen (2003) a
fertilidade reduzida esta relacionada a quantidade ecomposi¢ao da proteina dietética.
Com isso, esperava-se que o nivel de PUN pudesse influenciar na taxa de
concepgao, o que nao foi observado, pois 0 metabolismo protéico também nao foi

afetado.

Producéo de Leite e ECC

A classificacdo do escore de condicdo corporal (ECC) é uma medida
internacionalmente aceita para avaliar subjetiva e visualmente o estado nutricional
das vacas leiteiras e as variagdes no balango energético, através das mudancgas de
condigao corporal (Walsh et al.,, 2011). Durante o periodo de suplementacdo a
producao de leite foi maior no grupo CL- LHE (27,75 litros) do que em relacédo ao
grupo controle (24,98 litros). Nao foi observado diferenga entre grupos, embora
tenha sido observado um efeito da variagcdo da ECC ao longo do periodo estudado,

o que indica uma recuperagao fisioldgica ao decorrer do pds- parto recente.
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5. Conclusao

Vacas suplementadas com cultura de levedura mais levedura hidrolisada
enzimaticamente (CL-LHE) desde o pré-parto (-21 dias) até os 150 dias pds- parto
nao alteram o padrdo metabdlico, o status inflamatério e a retomada da atividade
ovariana. No entanto, a suplementacado afeta positivamentea producao de leite e
odesempenho reprodutivo diminuindoo intervalo parto concepgéo.

Sendo assim, a suplementacdo com 28 gramas de CL-LHE atendeu as
necessidades para uma producdo de leite relativamante baixa, onde qualquer

modificagao na eficiéncia digestiva agiu diretamente na producéao de leite.
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