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RESUMO

Diarreia e acidose metabdlica em bezerros leiteiros: efeito da composicao do
concentrado inicial e avaliacao de probiotico

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de diarreia e suas consequéncias no
metabolismo animal em bezerros consumindo concentrado inicial contendo coprodutos como
polpa citrica, melagco e xarope de glicose; ou bezerros suplementados com probiético. Dois
experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito da substituicdo de milho por coprodutos.
No primeiro experimento, 24 bezerros com idade média de 2 semanas, foram distribuidos em
3 tratamentos e receberam concentrado inicial contendo doses crescentes de polpa citrica em
substituicdo ao milho. No segundo experimento, 32 bezerros foram divididos em 4
tratamentos, recebendo concentrado inicial contendo xarope de glicose e doses crescentes de
melaco em substituicdo ao milho. Em ambos os experimentos, os animais foram alojados em
abrigos individuais, receberam 4 L de sucedaneo lacteo por dia, dividido em duas refeicGes e
tiveram livre acesso a &gua e concentrado. Apds o diagnéstico da ocorréncia de diarreia,
foram realizadas avaliacdes de escore fecal, escore clinico, além de medicdo dos parametros
fisioldgicos, nas seguintes 24, 48 e 72 horas. Foram colhidas amostras de sangue para
realizacdo de hemograma, analises bioquimicas, analises gasométricas e eletroliticas. A
adicdo de coprodutos no concentrado inicial ndo afetou (P>0,05) o escore fecal, as
caracteristicas das fezes e os sinais clinicos dos animais diarreicos. As analises plasmaticas
bioquimicas (glicose, proteinas totais, albumina, B-hidroxibutirato, nitrogénio ureico
plasmatico, lactato total, D- e L-lactato) apresentaram valores normais e ndo sofreram efeito
negativo (P>0,05) em resposta da substituicdo de milho por coprodutos no concentrado. Nao
houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) nas andlises gasométricas e no eritrograma,
com resultados indicando auséncia ou baixo nivel de acidose metabdlica e desidratacdo nos
animais. De acordo com o leucograma realizado, foi constatada leucocitose e neutrofilia na
maioria dos casos, significando que a diarreia foi de origem infecciosa, descartando a
possibilidade que o consumo de coprodutos no concentrado fosse a etiologia da diarreia. Um
terceiro experimento foi realizado para avaliar o desempenho geral de bezerros suplementados
com probioticos contendo bactérias ruminais. Foram utilizados 20 bezerros divididos em 2
tratamentos (controle e fornecimento oral de 2 gramas de probidtico/dia), sendo 0s animais
avaliados até a 10 semana de vida. Os animais alojados em abrigos individuais, receberam 6
L de sucedaneo lacteo por dia, e tiveram livre acesso a agua e concentrado. O desaleitamento
foi realizado na 6% semana de vida, de forma a causar uma situacao de estresse nos animais. O
consumo diario de concentrado, ganho de peso, desenvolvimento corporal e escore fecal
foram avaliados. Nas semanas 2, 4, 6, 8 e 10 foram colhidas amostras de sangue para
determinacdo de pardmetros bioquimicos e realizagdo do hemograma. O fornecimento de
probidticos via oral ndo afetou (P>0,05) o escore fecal, 0 desempenho dos animais (ganho de
peso e consumo de concentrado). Como conclusdo, a substituicdo de milho por polpa citrica,
melago ou xarope de glicose no concentrado inicial ndo apresentou efeitos negativos
relacionados & diarreia e ndo agravou os quadros de desidratacdo e acidose metabdlica. O
fornecimento de 2 gramas diarios de probioticos de bactérias ruminais ndo resultou em
melhorias no desempenho de bezerros desaleitados precocemente.

Palavras-chave: Bezerros; Desempenho; Distarbio metabolico; Microorganismos; Racéo;
Subprodutos
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ABSTRACT

Diarrhea and metabolic acidosis in dairy calves: effect of composition of the starter feed
and evaluation of direct-fed microbial

The objective of this study was to evaluate the occurrence of diarrhea and the
consequences on animal metabolism of calves consuming starter feed containing coproducts
such as citrus pulp, molasses and glucose syrup; or calves supplemented with direct-fed
microbial (DFM). Two trials were performed to evaluate the effect of replacing corn by
coproducts. In the first trial, 24 calves were divided into three treatments, and received starter
feed containing increasing doses of citrus pulp replacing corn. In the second trial, 32 calves
were divided into four treatments, and received starter feed containing glucose syrup and
increasing doses of molasses replacing corn. In both experiments, animals were housed in
individual hutches, received 4 L/d of milk replacer, divided into two meals and had free
access to water and starter feed. After the diagnosis of the occurrence of diarrhea fecal score,
clinical score, and the measurement of physiological parameters were evaluated during the
following 24, 48 and 72 hours.Blood samples were taken for complete blood count (CBC),
biochemical, electrolytes and gases analysis. The addition of coproducts in the starter feed had
no effect (P>0.05) on fecal score, characteristics of the faeces and clinical signs of diarrheic
animals. The plasma biochemical analysis (glucose, total protein, albumin, f-
hydroxybutyrate, urea nitrogen, lactate total D-and L-lactate) showed normal values and were
negativelly affected (P>0.05) in response to the substitution of corn by coproducts in the
stater feed for calves. No alterations (P>0.05) were noted in the erythrocyte and blood gases
results, suggesting absence or low level of dehydration, and metabolic acidosis in animals.
According to the white blood cell count (WBC), leukocytosis and neutrophilia were observed
in most cases, suggesting infectious diarrhea and rejecting the possibility that the consumption
of coproducts in the starter feed were the etiology of diarrhea cases. A third trial was
performed to evaluate the overall performance of dairy calves supplemented with a probiotic
containg ruminal bacterias. Twenty calves divided into two treatments (control and oral and
daily supply of 2 grams of probiotic), animals were evaluated up to 10 weeks of age. Animals
were housed in individual hutches, received 6 L/d of milk replacer, and had free access to
water and starter feed. Weaning was done at the 6" week of age, as a meaning of causing
stress in animals. Daily starter feed intake, weight gain, body development, and fecal score
were evaluated. At 2" 4" " 8N and 10" weeks, blood samples were collected for
biochemical analysis and WBC. The oral supply of probiotic had no effect (P>0.05) on fecal
score or animal performance (weight gain and starter feed intake). In conclusion, the
substitution of corn by citrus pulp, molasses or glucose syrup in the starter feed for dairy
calves had no negative effects related to diarrhea or the agravation of dehydration and
metabolic acidosis. The oral and daily supply of 2 grams of probiotics containg ruminal
bacteria resulted in no improvements in performance of early-weaned dairy calves.

Keywords: Byproducts; Calves; Direct-fed microbial; Metabolic disorders; Performance;
Starter feed
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de novos recursos e tecnologias para o bem do ambiente e da humanidade
torna-se cada vez mais necessaria para um futuro sustentavel. A utilizacdo de subprodutos, ou
melhor, residuos de industrias, € um desses recursos que podem ser utilizados na producédo
animal, como, por exemplo, na alimentacdo. Além disso, esses tipos de “subprodutos” que
podem ser reutilizados sdo, no geral, economicamente mais viaveis do que os ingredientes
comumente utilizados na ragdo animal.

A criacdo de bezerros ou de novilhas para reposicdo em uma propriedade leiteira
representa mais do que custo, representa o futuro da reposicao do rebanho ou a possibilidade
de ampliacdo futura. Entretanto, muitos produtores ndo costumam analisar tal fato com a
devida importancia.

A dieta do bezerro representa a maior parte do custo de criagdo, por isso, diferentes
estratégias de manejo alimentar que possibilitem o desaleitamento precoce estdo sendo cada
vez mais adotados com a preocupacdo de interferir o minimo possivel no desempenho animal.
Porém, algumas dessas estratégias podem provocar reacfes metabdlicas indesejaveis no
organismo dos animais €, consequentemente, aumentar a incidéncia de disturbios metabdlicos
nos sistemas de producgdo, como por exemplo, a diarreia.

A diarreia € um problema frequente que acomete bezerros durante as primeiras
semanas de vida, podendo causar grandes prejuizos econdémicos: aumentos nos custos de
producdo para prevencdo, para tratamento, gerando consequéncias negativas na vida
produtiva do animal, reducdo no desempenho, e, em casos mais graves, o Obito.

Os bezerros sdo bastante suscetiveis a infec¢des intestinais devido a facilidade de
contamina¢do com microrganismos nos materiais utilizados para alimentacéo ou, até mesmo,
no proprio ambiente onde o animal vive. No entanto, a maior parte da contaminagdo ocorre
através do contato de animais saudaveis com animais infectados. Essa suscetibilidade a
infeccbes aumenta ainda mais quando o animal ndo tem aquisicdo de imunidade passiva
adequada. Dessa forma, o fornecimento adequado de colostro de boa qualidade é de extrema
importancia, pois 0s ruminantes nascem agamaglobulémicos, ou seja, dependem
exclusivamente do consumo de colostro para aquisicdo de imunoglobulinas durante as
primeiras horas de vida.

A diarreia em bezerros pode apresentar etiologia infecciosa ou nédo infecciosa. A
diarreia infecciosa tem, normalmente, como agentes etiolégicos microrganismos como

bactérias, virus e protozoarios. Os agentes mais comuns causadores de diarreia sdo as
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bactérias Escherichia coli e Salmonella, os virus coronavirus e rotavirus e 0s protozoarios
Cryptosporidium e Eimeria. A diarreia de etiologia ndo infecciosa, frequentemente, deve-se
ao ambiente inadequado e ao manejo alimentar do bezerro.

Animais pré-ruminantes possuem como a principal fonte de glicose a lactose
proveniente da dieta liquida. Entretanto, quando se inicia a inclusdo do concentrado inicial na
dieta, 0 aumento no consumo de carboidratos de origem vegetal pode aumentar a frequéncia
de casos de diarreia ou de acidose metabolica, devido ao fato do sistema digestorio dos
animais ainda ndo estar totalmente preparado para metabolizar esse tipo de alimento. A
utilizacdo do milho como fonte de origem vegetal na composicdo do concentrado inicial é o
mais comum. Todavia, com 0 aumento dos precos dos grdos nos ultimos anos,
consequentemente com o objetivo de reduzir custos de producdo e também devido a maior
disponibilidade dependendo da regido, estudos com a inclusdo de uma séria de tipos de
subprodutos substituindo o milho vem crescendo ao longo dos anos.

O uso desse tipo de ingrediente na alimentacdo animal, cada vez mais vem
despertando o interesse dos produtores rurais, pois um volume muito grande é produzido
anualmente pelas inddstrias. Além da vantagem econdmica, a utilizacdo de subprodutos é
vista com bons olhos pelas atuais politicas ambientais que, de forma crescente e com
tendéncia a se fortalecer cada vez mais, vém acompanhando de perto a eliminacdo de
produtos pelas industrias potencialmente poluentes. O crescimento demogréfico aliado a
otimizacdo de espaco na area rural para evitar desmatamentos, principalmente nos paises em
desenvolvimento, torna o uso de subprodutos ainda mais interessante.

Entretanto, o uso de subprodutos na criacdo de bezerros pode apresentar fatores
negativos, devido ao fato de que o rimen dos animais nessa fase de vida ndo é totalmente
funcional, e uma das provaveis consequéncias disso € o aumento da incidéncia ou
agravamento clinico em disturbios metabdlicos consequentes da diarreia. Quando um bezerro
apresenta quadro de diarreia, ha grande perda de fluidos e eletrolitos do seu organismo.
Assim, a consequente desidratacdo e o aparecimento do quadro de acidose metabolica séo as
principais causas de morte dos animais. A acidose metabdlica é uma consequéncia da diarreia
e pode ocorrer em animais com ou sem desidratacdo. Suas causas podem ser a perda de
bicarbonato por meio das fezes, o aumento de concentracdo de ion de hidrogénio no
organismo devido a diminuicdo da perfusdo renal causada pela desidratacdo, e também o
aumento de L- e D- lactato no organismo.

Estudos comprovam que os efeitos e gravidade da acidose e da desidratagéo sdo as

principais causas de Obito de um bezerro com diarreia, porém ha pouca informacéo sobre a
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intensidade da acidose em animais com diarreia em decorréncia do uso de ingredientes
alternativos ao milho no concentrado inicial. Caso essa relagdo tenha uma influéncia
significativa, € importante saber a intensidade dessa influéncia para inserirmos um tratamento
adequado no controle dos distdrbios metabolicos e, principalmente, para avaliar os prejuizos
possiveis no desenvolvimento animal e verificar em que medida o uso de subprodutos é
benéfico.

Existem também outros recursos que ajudam a diminuir alguns prejuizos no
organismo do animal, devido a um distarbio como a diarreia. Os probidticos sdo cada vez
mais bem vistos, pois além de apresentarem diversos efeitos benéficos aos animais, sua
utilizacdo é uma alternativa para a reducéo do uso de antibidticos, cujo uso tem sido feito de
forma errbnea, resultando em diversos efeitos maléficos ndo s6 nos animais, como também
nos humanos, devido ao consumo de produtos de origem animal que carregam residuos de
antibidticos.

O objetivo dos estudos neste trabalho foi avaliar se 0 uso de subprodutos da industria
como a polpa citrica e melago, no concentrado inicial, pode ser prejudicial a saide dos
bezerros leiteiros ou se pode agravar determinadas doencas do trato gastrointestinal, como a
diarreia. Além disso, objetivou-se também avaliar se o fornecimento de probidticos contendo
bactérias ruminais pode trazer algum beneficio aos bezerros, em questdo de desempenho,

nivel de estresse durante o periodo de desaleitamento e incidéncia de diarreia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Utilizacéo de subprodutos agroindustriais

Torna-se interessante, cada vez mais, metodologias de producgéo de alimentos que foca
manejos eficientes utilizando de maneira mais proveitosa possivel os recursos disponiveis
para atender a crescente populacdo, mantendo ou melhorando a qualidade do ambiente e
conservando os recursos naturais (PATERNIANI, 2011). Isso estd sendo possivel gracas as
pesquisas e ao emprego de tecnologias disponiveis, que tem sido responsaveis pelo aumento
na produtividade agricola por unidade de area. Atualmente sdo cultivados cerca de 18 milhdes
de km? de terra, se ndo houvesse o uso das tecnologias atuais para a melhoria da eficiéncia de
producdo e se a produtividade agricola fosse comparada a de 1950, seriam necessarios 48
milhdes de km? de area cultivada para produzir a mesma quantidade de alimento (AVERY,
2007).

Os recursos naturais para manter a populacdo sdo limitados, e somente o
aproveitamento racional e eficiente podera dar capacidade de producdo de alimentos em
quantidade e qualidade para suprir a demanda crescente de habitantes no planeta. Acrescenta-
se a essa demasiada exploracdo do ambiente, milhdes de toneladas de residuos agroindustriais
produzidos anualmente, e que, na maioria das vezes, sdo descartados na natureza, provocando
um acumulo excessivo de compostos nitrogenados (SUCASAS, 2011).

De acordo com Melo (2001) a utilizag&o de subprodutos ou coprodutos agroindustriais
é uma Otima opc¢do quando se fala em sustentabilidade, merecendo cada vez mais atencéo,
visto que seu aproveitamento pode gerar despoluicdo do ambiente e economia na atividade.
Além disso, sdo fontes valiosas de proteina, energia e fibra para a inddstria de producdo
animal, podendo ser utilizados para substituir concentrados energéticos ou proteicos. O
coproduto diferencia-se do subproduto pelo fato de ter valor de venda relativamente maior em
relacdo ao subproduto e também em relacdo ao volume de vendas. Entretanto, esse cenario
entre coprodutos e subprodutos pode ser mudado de acordo com a demanda e situagdo do
mercado de uma regido (HORNGREN; FOSTER; DATAR, 2000; FIGUEIREDO; MOURA,
2002).

Em todas as regides do Brasil sdo produzidos grandes volumes de Vvarios tipos de
subprodutos passiveis de serem utilizados para alimentagdo animal. Dentre as varias
possibilidades, existem os subprodutos e coprodutos da inddstria alimenticia que se destacam

como grande alternativa para substituicdo de ingredientes usuais de ra¢cdes para animais, CoOmo
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polpa citrica, melaco, xarope de glicose, bagago de cana, casca de soja, entre outros (ASSIS et
al.,, 2001; BLASI et al., 2001; LESMEISTER; HEINRICHS, 2005; TEIXEIRA; PIRES;
NASCIMENTO, 2007; SUCASAS, 2011).

Os ruminantes levam vantagens quanto a utilizacdo de alguns desses principais
subprodutos, pois possuem o sistema digestorio capaz de aproveitar certos alimentos
improprios para 0 consumo humano, e converté-los em alimentos de alta qualidade como a
carne e o leite. Entretanto, o uso desses subprodutos na racdo de ruminantes deve ser feito
com cautela, para ndo causar algum distirbio metabdlico ou diminuir o desempenho dos
animais (TEIXEIRA, PIRES, NASCIMENTO, 2007).

2.1.1 Polpa citrica

A polpa citrica € um subproduto da extracdo do suco de laranja, que, em sua forma
fresca, é constituida de em torno de 60 a 65% de casca, 30 a 35% de polpa e bagaco e 10% de
sementes. Apresenta-se como uma boa op¢do de alimentacdo energética para 0s animais
ruminantes por ndo competir com a alimentacdo humana e por ser altamente disponivel em
algums regides e economicamente viavel (MELO, 2001).

Esse subproduto € obtido através de duas prensagens, que reduz sua umidade a 65-
75% e secagem até atingir 95% de matéria seca, para entdo ser peletizada. Os teores de calcio
na polpa citrica sdo elevados, pois se adiciona hidroxido ou Oxido de célcio antes da
prensagem para facilitar a retirada da agua. O valor nutricional da polpa citrica é muito
variado, visto que depende da variedade da laranja, da inclusdo de sementes e da retirada ou
ndo dos Oleos essenciais, do préprio processo de prensagem e peletizacdo (NUSSIO et al.,
2000). Na Tabela 2.1, é possivel observar valores da composi¢do bromatoldgica da polpa
citrica avaliada por alguns autores.

Diferente dos gréos de cereais fontes de energia, como o milho, a polpa citrica é pobre
em amido, porém € rica em agucares (25% da MS), pectina (25% da MS) e fibra altamente
digestivel (23% da MS). A pectina é o carboidrato complexo de mais répida degradacéao
ruminal, de 30 a 50% por hora, enquanto que os valores de amido sdo de 10 a 35%
(MOSCARDINI, 2008).
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Tabela 2.1 — Composi¢do bromatoldgica da polpa citrica, expressos com base na matéria seca

Fonte MS! PB FDA FDN EE MM NDT
CASTO,AK.M.;ZANETTI,M.A,,1998 91,40 6,45 33,74 28,77 3,65 6,56 76,13
PEREIRA, E.M., et al. 2007 92,62 7,77 2215 23,43 237 7,44 76,62
PORCIONATO, M.AF., etal. 2004 8855 7,16 2258 21,05 1,14 5,59 -
RODRIGUES, P.H.M. et al. 2007 89,92 6,88 12,31 27,80 - - -
NRC, 2007 - 7,00 18,00 21,00 2,20 7,00 79,00

1 MS: matéria seca total (%); PB: proteina bruta (% MS); FDA: fibra em detergente acido (% MS); FDN: fibra
em detergente neutro (% MS); EE: extrato etéreo (% MS); MM: matéria mineral (% MS); NDT: nutrientes
digestiveis totais (% MS).

O uso da polpa citrica para alimentacdo de ruminantes adultos tem demonstrado
efeitos positivos, principalmente em ragbes para bovinos em confinamento e lactagdo.
Entretanto, para animais com menos de 60 dias, nos quais o trato digestério anterior nao é

totalmente maduro, o uso de polpa citrica é questionavel (SCHALCH et al., 2001).

2.1.2 Melaco

O melaco é um subproduto da industria do agucar, no Brasil facilmente encontrado em
usinas de cana de agucar. E utilizado para melhorar a palatabilidade da ragdo e,
consequentemente, o consumo. Além do fornecimento de energia, contem pequena proporcao
de sacarose e grande proporcdo de outros agucares. Apesar de possuir pouca proteina, € um
alimento rico em sais minerais e vitaminas (MELO, 2001).

E um alimento com consisténcia liquido-pastosa e com alta concentracdo de aclcar,
que pode aumentar a fermentacdo de carboidratos no ambiente ruminal, enquanto estimula o
consumo de matéria seca. A inclusdo de um produto a base de aclcar em uma dieta pode
alterar os padrdes de fermentacdo ruminal, diminuir a concentracdo de NHs e aumentar a
concentracdo de butirato no rimen. Aglcares que possuem fermentacdo rapida no ambiente
ruminal, teoricamente, elevam a producéo de acido lactico e, consequentemente, a diminuicéo
do pH ruminal, o que potencialmente poderia diminuir a digestibilidade das fibras e causar
disturbios metabdlicos, devido a isso a utilizagdo do melaco deve ser feita de maneira correta
(MARTEL et al., 2011).
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2.2 Criacgéo de novilhas de reposigdo

Propriedades rurais, cuja principal atividade é a leiteira, possuem uma grande
variedade de recursos, objetivos e custos, e a criacdo de novilhas para reposicdo representa
uma das maiores despesas. Por isso, a administracdo minuciosa dos gastos com esses animais
é de fundamental importancia, considerando que o animal possui um tempo médio de 24
meses de investimento sem um retorno financeiro, até que ele comece produzir (MARTEL et
al., 2011).

O maior custo diario de uma novilha de reposicao € durante o periodo de aleitamento
que corresponde em torno de 70% do custo total de criacdo. Entre outras despesas importantes
estd o gasto com medicamentos e prejuizos com a mortalidade dos animais (WILLETT,
1990). Segundo Glaber, Tozer e Heinrichs (2000), a criacdo de novilhas representa a segunda
maior despesa em uma propriedade leiteira, representando aproximadamente cerca de 20% do
total dos custos, seguindo apenas 0s gastos com a alimentagdo do rebanho em lactagéo. Por
isso, minimizar os investimentos com novilhas, mas manter a integridade e o bom
crescimento desses animais deve ser um dos objetivos primordiais dos produtores
(HOFFMAN; FUNK, 1992).

O sucesso do bom crescimento das bezerras é de extrema importancia para que uma
propriedade leiteira seja economicamente rentavel. Esse sucesso depende da interacdo do
manejo nutricional, meio ambiente e salde de bezerros, porém muitas vezes a criacdo de
animais de reposicdo é negligenciada pelos produtores (DAVIS; DRACKLEY, 1998).

O histérico de saude dos bezerros, manejo e alimentacdo pode causar impacto na
vida produtiva futura do animal e, consequentemente, ter um impacto econdmico na
propriedade (TOZER; HEINRICHS, 2001). Segundo um estudo realizado por Heinrichs
(2011), problemas no parto, incidéncia de doencgas como diarreia e problemas respiratorios em
animais com menos de quatro meses, ganho de peso diario inadequado e baixo consumo de
concentrado na fase do desaleitamento tem impactos negativos na produgdo na primeira
lactacdo, na duracdo da vida produtiva e na idade de primeiro parto.

H& varios fatores que influenciam incidéncias de doengas em bezerros,
consequentemente também o desenvolvimento dos animais. Entre os principais podem ser
apontados a colostragem mal feita, fatores climaticos, o treinamento do tratador, o tamanho da
fazenda, o local onde ocorreu o parto, o tipo de instalacdo, o estado da vaca que gerou o
bezerro, 0 manejo, a nutricdo e os aspectos do ambiente (WALTNER-TOEWS; MARTIN,
MEEK, 1986; HEINRICHS et al., 1987, 2005; PLACE; HEINRICHS; ERB, 1998).
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2.3 Sistema digestério de bezerros

Os bezerros, quando nascem, possuem o reticulo-rimen pouco desenvolvido e nao
funcional, representando em torno de 30% do total dos quatros compartimentos (Figura 2.1).
Para se tornarem ruminantes funcionais, precisam passar por mudancas anatomicas e
fisioldgicas, onde o tempo e o tipo de alimento fornecido aos animais sdo fatores primordiais
para isso (SILVA; BITTAR; FERREIRA, 2011).

FASE 1 FASE 2 FASE 3
nascimento a 21 dias 22 a 56-84 dias mais de 85 dias
de idade de idade de idade
Esofago
Esofago - AP "
_Ag T g Esofago
Pt ’ o vt G:\t /’f
RUMEN k. RETICULO ™ 4‘
s c 1 ¥ ,
) K’ \RETICULQ

A i ) . RUMEN
N p - ) é 85%
\\v‘-. 7.’ ‘:.

e
% ABOMASO S
\ 70% <&
Ve T A
. I’ e v
\ e ™ '&_vm ‘./

Figura 2.1 - Fases de desenvolvimento do rimen em bezerros (Adaptado de DAVIS;
DRACKLEY, 1998)

Além da imaturidade anatémica, os bezerros nas primeiras semanas de vida também
apresentam limitacdes fisioldgicas, pois ndo sdo capazes de produzir ou produzem baixa
quantidade de enzimas responsaveis em digerir carboidratos (amilase, maltase e isomaltase),
com excecdo da enzima lactase, que tem a funcdo de digerir a lactose proveniente do leite.
Devido a estes aspectos do sistema digestério dos bezerros, a utilizacdo de ingredientes
inadequados ou de produtos de origem vegetal como os subprodutos, pode provocar disturbios
metabolicos, como a diarreia, devido a incapacidade de digestdo no intestino. Toullec e
Guilloteau (1989) observaram baixa producdo das enzimas amilase pancreatica e maltase em
bezerros com até 3 semanas de vida, explicando a capacidade limitada de digestdo de
dissacarideos e polissacarideos durante esta fase da vida.

Com o desenvolvimento do trato digestorio anterior, o rimen se torna o principal
compartimento digestorio, sendo responsavel pelo fornecimento de energia através da

absorcéo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC), embora uma pequena parcela de energia
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também seja adquirida através da pouca glicose absorvida no intestino. Quando o rimen ainda
ndo é totalmente funcional, a manutencdo da homeostase das concentragdes plasmaticas de
glicose no bezerro é realizada principalmente pelo figado, através de controle entre utilizacao
e producdo de glicose hepatica através de diversas enzimas (DURAN-SANDOVAL et al.,
2005). Segundo Haga et al. (2008), a atividade destas enzimas é reduzida com a idade do
animal, uma vez que estes se tornam menos dependentes de glicose circulante como fonte de
energia. Também, sdo observados aumentos na concentracdo plasmatica de acetato e f-
hidroxibutirato (BHBA), mostrando que com o avan¢o da idade, 0s animais comecam a
absorver quantidades consideraveis de AGCC do rumen e a utiliza-los para atender suas
exigéncias energéticas.

A inclusdo de subprodutos no concentrado inicial de bezerros ainda precisa ser mais
estudada. Segundo Schalch et al. (2001), a inclusdo da polpa citrica em substituicdo ao milho
tem grande potencial na alimentacdo animal devido a sua disponibilidade e baixo custo.
Entretanto, devido ao possivel efeito laxativo pela alta concentracdo de pectina na sua
composicao, que tem natureza hidrofilica, provavelmente o transito intestinal se torne mais
rapido e a incidéncia de diarreias ndo infecciosas em animais consumindo este tipo de dieta
pode ser maior. No entanto, poucos dados sdo encontrados na literatura relacionados a
incidéncia de diarreia em bezerros consumindo polpa citrica.

O melago liquido € um componente comumente utilizado em ragdes iniciais para
bezerros leiteiros para 0 aumento na palatabilidade e para melhorar a textura do concentrado.
A faixa de inclusdo do melago varia normalmente entre 5 e 12% da matéria seca. Dados de
Lesmeister e Heinrichs (2005) sugerem que a adicdo de melaco em ragdes pode afetar o
desempenho dos animais, devido ao aumento da producdo de 4&cido butirico e
consequentemente maior desenvolvimento ruminal e de papilas ruminais. Hill et al. (2008)
avaliaram o fornecimento de concentrado inicial para bezerros em aleitamento a base de
milho, aveia, melaco ou casca de soja como fonte de carboidratos em uma série de quatro
experimentos. No primeiro experimento, foram testadas dietas contendo 5% de melago
(controle), 10% de melagco e uma mistura de 5% de melago + 1,5% de sacarose. Foram
observados efeitos dos tratamentos no ganho de peso, onde 0s animais consumindo o
concentrado contendo melagco + sacarose apresentaram menor ganho de peso diario, e maior

pontuacdo no escore fecal para avaliacdo da incidéncia de diarreia.
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2.4 Diarreia em bezerros

A diarreia é uma sindrome resultante de qualquer distdrbio do trato gastrointestinal
decorrente a um processo patofisiologico que acarreta anormalidades fisiologicas. Dentre as
mais importantes relacionadas ao trato gastrointestinal posterior é importante citar, anomalia
do fluxo osmotico intestinal, exsudacdo, aumento de secre¢do de liquidos, queda da
capacidade de absorcdo, inflamacdo do tecido epitelial e movimento peristaltico intestinal
alterado (GUANDALINI; VAZIRI, 2011).

Em bezerros, a diarreia € um problema consequente de véarios fatores, podendo ser
isolados ou mais comumente, combinados, no qual abrange problemas relacionados com:
ambiente improprio, animal mal manejado, nutricdo inadequada e incapacidade do sistema
imunoldgico em combater agentes patoldgicos (BENESI, 1999).

As ocorréncias de diarreia nos rebanhos de bezerros podem ser agrupadas em duas
categorias etioldgicas. Etiologia infecciosa que é adquirida por infecgdes por microrganismos
e a etiologia ndo infecciosa que sdo ocasionadas principalmente devido a erros no manejo
nutricional ou uma combinacdo de fatores como exposicdo do animal a ambientes
inadequados e incapacidade do tratador em manejar o bezerro nas primeiras semanas de vida
(STOLTENOW; VINCENT, 2003).

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2011) aproximadamente 92% das causas de
mortalidade dos bezerros é devido a doencas e fatores climéticos, sendo essa taxa de
mortalidade de 7,6% do total do rebanho durante o aleitamento. No Brasil, esse indice de
mortalidade deve ser maior devido a menor adogdo de tecnologia pela maior parte dos
produtores, porém, o indice de mortalidade de até 5% entre 0 nascimento até o terceiro més de
idade é considerado aceitavel (ROY, 1990). Segundo o levantamento do USDA (2007), um
dos principais motivos para esse indice de mortalidade é a falha de transferéncia de imunidade
passiva, ou seja, falhas do manejo em relacdo ao fornecimento de colostro. Outro estudo relata
gue a morte de bezerros durante o aleitamento chega aos 8,4% e que 52% destes Gbitos se
devem a diarreia causada por dois principais motivos, a falta de higinizagdo do ambiente e
utensilios e a ingestdo inadequada de colostro (QUIGLEY et al., 1994). Com isso, a diarreia e
suas consequéncias como acidose e desidratacdo, sdo responsaveis pelo principal motivo de
mortalidade de bezerros antes do desaleitamento (NAYLOR; ZELLO; ABEYSEKARA,
2006; LEAL et al., 2008). Doengas como diarreia e pneumonia, ndo sé apresentam prejuizos

diretos com medicamentos e mortalidade como também apresentam grandes influéncias nos
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prejuizos na vida adulta do animal em relagdo a producdo (HEINRICHS, 2011). Segundo
Waltner-Toews, Martin e Meek, (1986), novilhas que apresentaram quadro de diarreia foram
2,5 vezes mais propensas a serem descartadas do rebanho antes do tempo, e 2,9 vezes mais
propensas a parir depois dos 900 dias de idade, sendo que a idade média ideal do primeiro
parto é de 730 dias. Essa grande susceptibilidade que os bezerros possuem para apresentarem
diarreia se deve ao fato de nascerem agamaglobulémicos. Os ruminantes possuem placenta do
tipo sindesmocorial, a qual ndo permite a transferéncia de imunoglobulinas para o feto
durante a gestacdo. Desse modo, os recém-nascidos dessa espécie devem ingerir o colostro de
maneira correta para obtencdo de imunidade passiva, 0 que garantird defesa até que seu
préprio sistema imune passe a ser funcional (TIZARD, 1998). Segundo estudo realizado por
Millemann (2009), em rebanhos onde a imunidade passiva é realizada de maneira inadequada,
a incidéncia de diarreia em bezerros € maior, principalmente pelo fato da contaminacdo por
agentes etioldgicos ser mais propicia. A ingestdo de colostro é importante por diversos
motivos, primeiramente devido a seu alto valor nutritivo, demonstrado na Tabela 2.2
(KERTZ, 2008), podendo possuir até duas vezes mais a quantidade de proteina e gordura do

que o leite normal.

Tabela 2.2 - Caracteristicas fisicas e composi¢cdo do colostro e do leite de vacas da raca

Holandés
Ordenhas poés-parto 1 2 3 4 5 Leite
Gravidade especifica 1,056 1,040 1,035 1,033 1,033 1,032
pH 6,32 6,32 6,33 6,34 6,33 6,50
Total de sélidos, % 23,9 17,9 14,1 13,9 13,6 12,9
Gordura, % 6,7 54 3,9 4.4 4,3 4,0
Solidos ndo-gordura, % 16,7 12,2 9,8 9,4 9,5 8,8
Proteina total, % 14,0 8,4 51 4,2 4,1 3,1
Caseina, % 4,8 4,3 3,8 3,2 2,9 2,5
Albumina, % 0,9 1,1 0,9 0,7 0,4 0,5
Imunoglobulina, % 6,0 4,2 2,4 - - 0,09
19G, % 3,2 2,5 15 0 0 0,06
NNP, % 8,0 7,0 8,3 4,1 3,9 4,9
Lactose, % 2,7 39 4,4 4,6 4,7 5,0
Cinza, % 1,11 0,95 0,87 0,82 0,81 0,74

Fonte: Kertz (2008)
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Além disso, o colostro tem importancia como fornecedor de fatores de crescimento e
horménios que auxiliam o desenvolvimento do sistema digestorio. No entanto, a principal
funcdo do colostro é fornecer imunoglobulinas que serdo absorvidas nas primeiras horas apos
0 nascimento (DAVIS; DRACKLEY, 1998). Dentre as imunoglobulinas obtidas no colostro
bovino, a IgG é encontrada em maior quantidade, em torno de 85% a 90%, também h& outros
tipos de imunoglobulinas como a IgM representando em torno de 7% e a IgA representando
em torno de 5% (LARSON; HEARY; DEVERY, 1980).

Segundo Millemann (2009), certas caracteristicas desfavoraveis do ambiente também
podem facilitar um surto de diarreia em um rebanho de bezerros, o que é um fator importante

em sistemas em regides de clima tropical tmido como no Brasil.

2.4.1 Diarreia de etiologia infecciosa em bezerros

As diarreias de etiologia infecciosa sdo causadas por microorganismos oportunistas, 0s
quais sdo encontrados no meio ambiente e provocam intmeros sinais clinicos quando o animal
fica imunodeficiente. Os principais agentes envolvidos em surtos de diarreia podem ser
bactérias (Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium perfringens, Campylobacter), virus
(coronavirus, rotavirus, torovirus, norovirus) ou protozoarios (Cryptosporidium sp. e Eimeria
bovis, Eimeria zuernii); podendo ser agentes causadores da infeccao, juntos ou isolados, sendo
a primeira situacdo de maior ocorréncia (FAGAN; DWYER; QUINLAN, 1995;
MILLEMANN, 2009).

Cada agente patoldgico possui uma tendéncia em afetar os animais em uma faixa de
idade especifica, no qual o mesmo possui maior susceptibilidade de infeccdo (Figura 2.2), e
isso pode ser utilizado como ferramenta suporte para ajudar a diagnosticar a etiologia da
doencga e assim, realizar o melhor tratamento. Exemplos mais comuns que podem ser citados
sdo a Escherichia coli e 0 Rotavirus que acometem, em sua maioria, bezerros com até uma
semana de idade, enquanto protozoarios do género Eimeria spp, normalmente acometem

bezerros com mais de 4 semanas de vida.
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Figura 2.2 - Incidéncia e agentes etioldgicos causadores de diarreia de acordo com a idade doé
bezerros (Adaptado de MILLEMANN, 2009)

Segundo Millemann (2009), alguns aspectos da diarreia, como a caracteristica das
fezes também podem orientar o diagnostico do principal agente etiolégico causador da
infeccéo (Tabela 2.3).

Em estudo realizado por Snodgrass; Terzolo; Sherwood (1986) foram avaliadas as
ocorréncias dos principais agentes etiologicos de diarreia em bezerros em 32 propriedades.
Conforme esperado, as avaliacfes das fezes detectaram enteropatégenos nos animais com
diarreia; entretanto, estes microorganismos também foram observados em bezerros saudaveis.
A avaliacdo dos animais saudaveis mostrou que o rotavirus foi excretado em 18% dos
bezerros, o coronavirus em 4%, o Cryptosporidium em 14%, entretanto, ndo foi detectada a
presenca de E. coli enterotoxigénicas nem de Salmonella. No entanto, em bezerros
apresentando quadro clinico de diarreia todos esses enteropatdgenos apresentaram maior
prevaléncia, sendo o rotavirus excretado em 50% dos bezerros de 18 propriedades, assim
como o coronavirus, enquanto que 15% desses bezerros sofreram infeccdo simultdnea com

dois ou mais microrganismos.
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Tabela 2.3 - Caracteristicas de diarreia em bezerros conforme o agente patoldgico

Idade média dos - . Provavel agente
Caracteristicas e Sinais Clinicos e
bezerros afetados etioldgico
Fezes muito liquidas e amarelas
1a3dias Desidratacdo rapida e séria Colibacilose (E. coli)
Fraqueza e extremidades geladas
Fezes com muco, cinza ou amarelas
Hipertermia
Anorexia, dor abdominal
Desidratagdo progressiva
Fezes muito liquidas com vestigios de
>11 dias sangue Salmonella spp.
Hipertermia severa (> 41°C)
Fezes pretas, podendo haver sangue
Hipertermia e colica
>18 dias Fezes com muco
Anorexia
Epifora, ptialismo
(Adaptado de MILLEMANN, 2009)

Rotavirus
Coronavirus
Cryptosporidium sp.

4 a 11 dias

Coccidiose (Eimeria)
Diarreia Viral Bovina

Quando agentes infecciosos nocivos (bactéria, virus, protozoarios e parasitas) invadem
0 organismo do animal, ocorre uma ativacdo do sistema imunolégico com a finalidade de
eliminar o patégeno e impedir infeccbes. O sistema imune é composto por anticorpos
(glicoproteinas) e diversas células como linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos, mondcitos e
macrofagos que exercem sua acdo de defesa contra varios tipos de agentes, fato importante
para manter a integridade da saude do hospedeiro (MACHADO et al., 2004).

Os neutréfilos bastonetes ou neutrofilos segmentados (maduros) sao células liberadas
para a corrente sanguinea devido a mediadores quimicos decorrentes de processos
inflamatorios. S&o células que fagocitam os microrganismos, provocando sua destruicdo
(HOKAMA; MACHADO, 1997). J& os mondcitos e macréfagos representam a segunda linha
principal de células fagociticas, perdendo apenas para os neutrofilos. Os mondcitos séo
células imaturas encontradas na corrente sanguinea periférica que, apos se locarem em um
tecido determinado diferenciam em macrdfagos. S&o indicadores de inflamagdes agudas e
crbnicas e também de estresse crénico (METZGER JR.; REBAR, 2004).

Os linfécitos séo os responsaveis pela memoria imunologica e formacéo de anticorpos
especificos, podendo ser divididos em: células Natural Killers, linfocitos T e linfocitos B.
Diferente dos outros leucdcitos que sdo gerados na medula 6ssea (hematopoiese), os linfocitos
também sdo gerados por outros tecidos denominados tecidos linfoides como os linfonodos,
timo, baco e placas de Peyer (NETO et al.,, 2009). Valores baixos de linfécitos nédo
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representam significado clinico importante, entretanto, valores altos podem representar
infeccOes agudas por virus e/ou bactérias e também devido a estresse agudo (FRASER;
TILYARD, 2008).

Quando o animal passa por uma situacdo que gera estresse, 0 teor de cortisol e/ou
adrenalina no sangue induz a mobilizagdo de leucdcitos do compartimento vascular marginal
para o compartimento circulante, particularmente os neutréfilos e linfécitos, o que resulta na
alteracdo denominada leucocitose fisiologica. Os corticosterdides ainda, ao contrario da
adrenalina, induzem a linfopenia por meio da linfélise e da diminuicdo da recirculacdo dos
linfocitos (PAES et al., 2012).

O estresse dos animais pode ocorrer por motivos fisicos (fome, fadiga e lesdo) e
caracteristica climaticas inadequadas (altas temperaturas e umidade), ou, ainda, por fatores
psicoldgicos, como medo (GRANDIN, 1997). Segundo Loerch e Fluharty (1999), o desmame
é possivelmente um dos fatores mais estressantes no manejo de bezerros, principalmente
quando ¢é realizado de maneira abrupta. Por isso, todos esses fatores podem interferir no
sistema imunolégico dos animais, provocando alteragdes nos exames hematologicos (PAES et
al., 2012).

2.4.2 Diarreia de etiologia ndo infecciosa em bezerros

As diarreias de origem ndo infecciosa normalmente ocorrem devido a erros de manejo,
principalmente com problemas relacionados ao ambiente e também na alimentacdo
inadequada. Os principais problemas encontrados no ambiente sdo temperaturas elevadas,
corrente de ar muito fria direta nos animais, piso ou cama com alta umidade, infraestrutura
inadequada das baias, falta de higiene, alta densidade animal e a convivéncia com animais de
diferentes faixas etdrias. Em relacdo ao manejo nutricional, a diarreia estd normalmente
associada ao fornecimento de leite descarte, concentrados contendo ingredientes inadequados,
além do fornecimento de sucedaneos de baixa qualidade e com problemas de diluicdo
(JOHNSTON; BUESNEL; MORAN, 2008).
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2.5 Consequéncias da diarreia
2.5.1 Desidratacéo e desequilibrio eletrolitico

A homeostase de um organismo é essencial para a sobrevivéncia, o qual depende de
multiplos ajustes de equilibrios dinamicos. Manter o equilibrio do balanco eletrolitico nos
fluidos e nos tecidos do organismo é de fundamental importancia homeostatica para varios
aspectos relacionados ao metabolismo e absor¢do (DAVIS; DRACKLEY, 1998).

A Figura 2.3 ilustra de maneira geral o funcionamento da pressao osmdtica existente
entre as membranas celulares, que cria uma concentracdo correta de ions sollveis (sodio,
potéssio, fosforo, cloreto e bicarbonato) nos fluidos do corpo do animal. A &gua representa
cerca de 75% do peso corporal de um bezerro. O liquido extracelular que compreende 0s
compartimentos intravascular e intersticial corresponde em média a 25% do total de liquido
do corpo, ou outros 75% encontra-se dentro das células (intracelular). As trocas entre 0s
compartimentos extracelular e intracelular baseiam-se no equilibrio osmoético. A concentragdo
de ions entre esses dois setores € regulado por meio do mecanismo conhecido como bomba de
sodio, o que explica a maior concentracdo de Na* no meio extracelular e maior concentracdo
de K* no meio intracelular. Quando o animal diarreico entra em desidratacdo todo esse
sistema hidroeletrolitico se desregula (DAVIS; DRACKLEY, 1998).
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Figura 2.3 - Representacdo esquematica do reservatorio de agua corporal e concentracao dos
principais eletrdlitos no fluido corporal de bezerros saudaveis (Adaptado de
DAVIS; DRACKLEY, 1998)
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A desidratacdo é a diminui¢do de liquido do compartimento extracelular devido as
perdas hidroeletrolitica, podendo representar risco de vida ao animal. Sua severidade depende
da intensidade da perda de liquidos e da proporcdo de perdas de sais em relagcdo a perda de
agua, podendo ser caracterizado como desidratacdo isotonica, hipotdnica ou hiperténica. O
desequilibrio de eletrdlitos pode provocar serios danos ao organismo, além do desequilibrio
acidobaésico, disturbios de sédio pode prejudicar o sistema nervoso e distdrbios de potassio
podem causar danos ao sistema cardiaco (BARBOSA; SZTAINBOK, 1999).

Independente da etiologia da diarreia, a intensidade da desidratacdo pode chegar até
13% de perda de liquidos do peso corporal do animal em 24 horas. Além da perda da agua,
pode ocorrer déficit de ions do organismo como bicarbonato de sodio, cloreto e potéssio
através das fezes (RAVARY-PLUMIOEN, 2009). Segundo Davis e Drackley (1998),
associada a perda de agua do organismo, ha grande perda de cloreto e de sodio e perda menos
acentuada de potéassio, calcio e magnésio durante o quadro de diarreia. Além dessas alteracdes,
ocorrem alteracBes metabolicas como a hipoglicemia, diminuigdo da perfuséo renal, balango
energético negativo e também a acidose, devido a perda de bicarbonato de sodio pelas fezes e
acumulo de &cido latico nos tecidos (RAVARY -PLUMIOEN, 2009).

2.5.2 Acidose metabdlica

As variagdes de pH no organismo podem prejudicar o funcionamento da homeostase e
acarretar sérios prejuizos na saude do animal. O sangue pode ser usado como parametro de
avaliacdo do estado acido-base, devendo estar aproximadamente com pH 7,4. Para evitar
variagBes do pH sanguineo, existem sistemas tamponantes como as proteinas plasmaticas,
hemoglobina, sistema fosfato-acido-fosforo e sistema bicarbonato-acido-carbdnico
(ALMOSNY, 2003).

Com valores anormais de pH sanguineo, ocorre no organismo um quadro de acidose ou
alcalose que podem ser classificadas como metabdlicas, respiratdrias ou mistas. Conforme a
Tabela 2.4, pode-se classificar a acidose ou alcalose através dos valores de pH, bicarbonato e
pressao de gas carbénico (PCO2) (ORTOLANI, 2003).
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Tabela 2.4 - Classificagdo dos desequilibrios acidobasicos com os correspondentes efeitos em
algumas variaveis gasometricas

Desequilibrio pH PCO:2 HCOs Excesso de base
Acidose metabolica N2 NZ0)) N7 N2
Acidose respiratoria N2 N NN) TN)
Alcalose metabolica N ™) N N
Alcalose respiratoria N N2 V(N) V(N)

Fonte: Ortolani (2003)
(N} Resposta compensatoria

A acidose metabdlica caracteriza-se por aumento de ions H" no organismo e por perda
fecal de bicarbonato. A gravidade da acidose metabdlica pode ocorrer por trés diferentes
situacOes: geracdo de acido latico, geracdo de outros acidos e menor excrecdo de ions de H+
do organismo causada, por exemplo, pela queda da perfusdo renal consequente da
desidratacdo. Os &cidos laticos responsaveis pela acidose metabdlica sdo o L-lactato e o D-
lactato, produzido por lactobacilos (MILLEMANN, 2009). Alguns estudos relatam que ha
pouca relacdo entre a acidose metabolica em bezerros e a desidratacdo, embora seja uma
sindrome normalmente encontrada como consequéncia da desidratacdo em animais com
diarreia (KASARI; NAYLOR, 1986). De acordo com Lorenz (2004), durante o quadro de
desidratacdo, a perfusdo renal € diminuida e, portanto, a excrecdo de ions de hidrogénio é
reduzida, agravando a acidose.

A acidose L-latica ocorre devido a inadequada perfusdo dos tecidos em consequéncia
da desidratacdo ou endotoxemia seguida de glicélise anaerdébica e posterior diminuicdo da
depuracdo hepatica do L-lactato. Entretanto, é importante saber que o L-lactato ndo é o unico
acido organico responsavel pela acidose (OMOLE et al., 2001).

A acidose D-latica ndo é resultado da producgéo das celulas do organismo como o L-
lactato. O D-lactato, que representa em torno de 64% do total de acidos orgéanicos no plasma
de um bezerro com acidose, é de origem microbiana. O alimento mal digerido no intestino
delgado passa para o intestino grosso onde é fermentado por bactérias resultando na producéao
de &cidos organicos que diminuem o pH do lumen intestinal. Assim, microrganismos que
sobrevivem bem em ambientes &cidos como os Lactobacillus spp. produzem o D-Lactato no
limen, que €, entdo, posteriormente absorvido (EWASCHUCK, 2004).

De acordo com Sockett (2009), a principal causa da acidose D-latica em bezerros é a
ma digestao de alimentos, a qual faz com que os carboidratos ndo digeridos sejam fermentados

no colon diminuindo o pH do lumen, aumentando a populacdo de Lactobacillus spp. e
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consequentemente, a produgéo de D-lactato. Dessa forma, o fornecimento de concentrado
inicial formulado com ingredientes inadequados para esta categoria animal pode levar ao
aumento da ocorréncia de quadros de diarreia alimentar ou de acidose, e, consequentemente,
ao desempenho prejudicado dos animais.

Além disso, alguns trabalhos mostram que, devido a grande concentragdo de &cidos
circulante, ocorrem falhas no estimulo ao fechamento da goteira esofagica. Isso faz com que
grande parte da dieta liquida va diretamente para o rumen e, devido a fermentacdo ruminal,
provoque producdo ainda maior de D-lactato no trato digestério. Nestes casos, € bastante
comum observar quadros de depressdo, fraqueza e dificuldade de sucgdo, ja que D-lactato
pode apresentar efeito neurotoxico, além disso, pode ocorrer desnutricdo, queda na taxa de
desempenho, hiperparaqueratose na mucosa do ramen, atrofiamento nas vilosidades da
mucosa do intestino delgado e inibicdo da coagulacdo de caseina dentro do abomaso
(BREUKINK et al., 1988). Um estudo realizado por Lateur-Rowet e Breuikink (1983)
demonstrou que o uso de sonda para alimentar bezerros ndo provoca o estimulo de fechamento
da goteira esofagico, podendo provocar problemas de distdrbios metabolicos (RODRIGUES;
LUCCI; RODRIGUES, 2002).

2.6 Probiodticos

Ao longo dos anos, o termo “probidtico” tem sido usado de maneiras diferentes. Foi
originalmente usado para descrever as substancias produzidas por um protozodrio que estimula
0 crescimento de outro (LILLY; STILLWELL, 1965). Segundo Fuller (1989), a melhor
definicdo de probidtico € um suplemento alimentar microbiano vivo, enfatizando como
componente essencial, células vivas, as quais afetam beneficamente o animal hospedeiro,
melhorando o equilibrio microbiano intestinal.

Em trabalhos norte-americanos, o termo DFM (Direct-fed microbials) tem sido
utilizado no lugar de probidtico. Isso por que em 1989, a entidade responsavel pelo registro e
liberacdo de drogas, antibidticos, aditivos ou qualquer outra substancia de uso em humanos e
animais dos EUA (Food and Drug Administration), exigiu que os fabricantes adotassem esta
denominacdo (MARTIN; NISBET, 1992). No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (BRASIL, 2004), reconhece o termo probiotico para alimentagdo animal como
cepas de microrganismos vivos (viaveis), que agem como auxiliares na recomposi¢do da flora
microbiana do trato digestorio dos animais, diminuindo o numero dos microrganismos

patogénicos ou indesejaveis.
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O uso inadequado e indiscriminado de antibidticos, tanto para uso em tratamentos de
doencas ou como recurso para melhorar o desempenho animal, pode tornar bactérias
patogénicas mais resistentes a antibidticos, tornando-as mais dificeis de serem combatidas
(NASCIMENTO; MAESTRO; CAMPOS, 2001).

Uma das alternativas para contornar esse problema é o uso de probioticos. Em vacas
lactantes ou em animais em crescimento, a sua utilizagdo tem a capacidade de melhorar a
salde dos animais, o desempenho, o0 sistema imunolégico e combater microrganismos
patégenos (KREHBIEL et al., 2003).

Os microrganismos, para pertencerem ao grupo dos probidticos, devem apresentar
algumas caracteristicas importantes como resisténcia aos acidos e enzimas do trato digestorio,
permanecerem viaveis no alimento até o momento do consumo, ndo oferecerem perigo aos
animais e humanos e gerarem beneficios ao hospedeiro (COPPOLA; TURNES, 2004). De
acordo com Holzapfel et al. (2001), os microorganismos probioticos sdo divididos em dois
principais grupos: bactérias acido-lacticas e bactérias ndo acido-lacticas (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 - Principais microorganismos considerados probidticos

Bactérias acido-lacticas

: - - — Bacterias néo acido-lacticas
Lactobacillus Bifidobacterium  Outras espécies

L. acidophilus B. adolescentis Enteroco_ccus Bacillus cereus
faecalis
L. amylovorus B. animalis Enteroc_:occus Escherichia coli cepa nissle
faecium
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Proplonlbac_ter_lpm
freudenreichii
L. crispatus B. breve Leuconst_o ¢ Saccharomyces cerevisiae
mesenteroides
L. bugaricus B. infantis Pec_hc_;cocc_:u_s Saccharomyces boulardii
acidilactici
L. galinarum B. lactis Sporqlact_obacnlus
inulinus
. Streptococcus
L. gasseri B. longum thermophilus
L. johnsonii
L. paracasei

L. rhamnosus
Adaptado de Holzapfel et al. (2001)
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2.6.1 Mecanismo de acao dos probidticos

As bactérias pertencentes ao grupo dos probioticos, produtoras de acido latico,
possuem potenciais efeitos benéficos no trato gastrointestinal posterior, entretanto,
recentemente, foram retratados efeitos benéficos também no trato gastrointestinal anterior de
ruminantes (SEO et al., 2010).

De acordo com Garcia (2008) e Seo et al. (2010), os mecanismos de acdo dos
probioticos sobre as bactérias patogénicas ainda ndo sdo totalmente conhecidos, porém sabe-se
que, um ou mais processos, associados ou ndo, alterariam a atividade e composi¢éo bacteriana
do trato gastrintestinal de forma favoravel ao hospedeiro. Existem varios mecanismos de acao
dos probidticos, entre os principais, compreendem-se: a exclusdo competitiva, na qual
bactérias probidticas competiriam por sitios de adesdo na mucosa intestinal ou também por
nutrientes; a producdo de metabdlitos, que sdo prejudiciais as bactérias patogénicas,
funcionando como bacteriocinas; e a ativacdo do sistema imunoldgico, reforcando a barreira

da mucosa e suprindo as inflamac6es intestinais. (Tabela 2.6).

Tabela 2.6 - Principais modos de acdo de bactérias probidticas no trato gastrointestinal de
bezerros

Mecanismos propostos

1. Producdo de compostos antibacterianos (&cidos, bacteriocinas, antibioticos)
2. Competicdo com patdgenos para a colonizagdo da mucosa e/ou de nutrientes
3. Producdo e/ou estimulacdo de enzimas

4. Estimulagéo da resposta imune do hospedeiro

5. Metabolismo de compostos benéficos ao hospedeiro e desintoxicacao
Adaptado de Seo et al. (2010)

2.6.1.1 Exclusédo competitiva

Alguns microrganismos se aderem a mucosa da parede do trato gastrointestinal para
produzir suas toxinas, uma vez que essa adesdo ocorre, evita que 0 microrganismo patogénico
seja eliminado através dos movimentos peristalticos do intestino. A Escherichia coli é um
exemplo de bactéria que se anexa as células epiteliais do intestino, produzindo enterotoxinas
provocando diarreia (JONES; RUTTER, 1972; SALMINEN; ISOLAURI; SALMINEN,
1996).
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Os microorganismos se aderem no epitélio intestinal através de sitios de aderéncia
especificos da interacdo de mucopolissacarideos da parede celular e da mucosa intestinal. Um
dos principais meios de acdo dos probidticos é a competicdo desses sitios de adesdo,
resultando em competicdo de espaco com 0s microorganismos patogénicos (FULLER;
BROOKER, 1974; CROSS, 2002; KREHBIEL et al., 2003). Seguindo o pensamento de
Coppola e Turnes (2004), conclui-se que para melhorar a eficacia do efeito de exclusdo

competitiva é de extrema valia o fornecimento de probidtico de forma diaria e continua.

2.6.1.2 Producéo de metabdlitos prejudiciais as bactérias patogénicas

O lactato e acetato sdo os principais produtos metabdlicos finais das bactérias
probidticas. Esses acidos possuem propriedades prejudiciais a muitas bactérias patogénicas
(SEQ et al., 2010).

O peréxido de hidrogénio (H202) é outro composto importante produzido pelas
bactérias probiéticas. E principalmente ativo no trato gastrointestinal anterior, devido a
presenca de oxigénio, pois possui efeito oxidante forte nas células bacterianas. Além disso,
atua na oxigenacdo nos grupos sulfidrilas. Com isso, bloqueia o transporte de glicose e a
atividade da hexoquinase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase das bactérias patogénicas
(DICKS; BOTES, 2010).

Algumas cepas probioticas possuem ainda a capacidade de inibir a multiplicacdo de
microrganismos patogénicos, através da sintese de bacteriocinas, influenciando diretamente a
salide do hospedeiro (JIN; MARQUARDT; BAIDOO, 2000; CHIODA et al., 2007).

De acordo com Russel e Mantovani (2002) define-se bacteriocinas como biomoléculas
formadas por aminodcidos de baixo peso molecular com funcdo antimicrobiana, sendo
produzidas por determinadas linhagens de bactérias lacticas, que apresentam espectro de acéo
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. Também existem outras bacteriocinas que atuam na inibi¢do da
enzima ribonucleotideo redutase, interferindo, com isso, na sintese de DNA de alguns
microrganismos (SEO et al., 2010). Existem algumas bacteriocinas encontradas no ramen,
sendo essas substancias mais efetivas contra bactérias gram-positivas, em geral, a acéo
antimicrobiana assemelha-se a dos ionéforos (MANTOVANI et al., 2001).

Schulz et al. (2003) apresentam a nisina como um exemplo de bacteriocina produzida

por certas linhagens de Lactococcus lactis, cujo nome é derivado do termo "N-inhibitory
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substances”(NiS). Essa bacteriocina foi descrita pela primeira vez por Rogers (1928), como
uma substancia inibidora do crescimento do Lactobacillus bulgaricus. Posteriormente,
chegou-se a conclusdo de que a nisina inibe o crescimento de bactérias Gram-positivas e 0

crescimento de esporos de Clostridium e Bacillus.

2.6.1.3 Ativacdo do sistema imunoldgico

O sistema gastrointestinal esta em permanente contato com agentes e substancias do
meio externo. Além de cumprir com a fungdo de processamento, digestdo e absorcdo de
nutrientes, o sistema digestdrio deve evitar que agentes patogénicos ou substancias estranhas
consigam se incorporar no organismo. Essa funcdo de defesa pode ser realizada através de
reacdes inespecificas (inatas) ou especificas (sistema imunoldgico) (KREHBIEL et al., 2003).

A ativacdo do sistema imune é outro modo de acdo identificado pelas bactérias
probidticas, reforcando a barreira da mucosa e suprimindo as inflamagGes intestinais. No
sistema gastrointestinal, sdo encontradas diversas células do sistema imunoldgico, tais como
células dendriticas, células NK, macréfagos, neutrofilos, linfécitos T e B. Essas células sdo
estimuladas com a interacdo das bactérias probitticas com as placas de Peyer (KREHBIEL et
al., 2003; SAXELIN et al., 2005).

Em um estudo realizado por Cross (2002), foi demonstrado que os probi6ticos também
podem estimular o sistema imune de forma sistémica através de secrecdo de mediadores,
devido a estimulacdo de células fagociticas no sistema respiratério. Isolauri et al. (2001)
relatam que a administracdo oral de Lactobacillos sp resultou no aumento da atividade
fagocitica de células do sistema imune, bem como elevacdo na producdo de imunoglobulina

(IgA) e diminuicdo da producgéo de IgE em humanos e animais.

2.6.2 Efeitos dos probioticos em bezerros

Desde quando os bezerros comegam a digerir quantidade significativa de nutrientes
provenientes de dietas liquidas e concentrados no sistema gastrointestinal, passam a ser
susceptiveis as proliferagdes de microrganismos prejudiciais. 1sso se agrava quando passam
por situacdes de estresse, como transporte, desaleitamento, ambientes inadequados e outros
(DAVIS; DRACKLEY, 1998).

Em sistemas de produgdo intensiva, os bezerros séo rapidamente separados das vacas,

antes mesmo da microbiota intestinal estar completamente colonizada. Essa situagdo pode
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aumentar a incidéncia de diarreia e de perda de peso. Nessa fase, o fornecimento de
microrganismos benéficos ao animal pode possibilitar que o ambiente intestinal seja
colonizado de forma adequada por microrganismos, fazendo com que o sistema
gastrointestinal funcione de maneira mais adequada (KUNG JR., 2001).

Muitos estudos tém demonstrado que o fornecimento de probidticos é capaz de
diminuir a incidéncia de diarreias, assim como melhorar o ganho de peso e a eficiéncia
alimentar. O fornecimento de Lactobacillus acidophilus ajudou bezerros a manter o peso
inicial até as duas semanas de idade, enquanto que os bezerros do tratamento controle
apresentaram perda de peso (CRUYWAGEN; JORDAAN; VENTER, 1996); também foram
observadas melhoras na eficiéncia alimentar e reducdo de incidéncia de diarreia (ABE;
ISHIBASHI; SHIMAMURA, 1995) e menor incidéncia de diarreia provocada pela bactéria
Escherichia coli (ELAM et al., 2003).

Em contrapartida, existem relatos na literatura de auséncia de resultados positivos com
0 uso de probidticos, como no ganho em peso (GONCALVES et al., 2000; GORGULU et al.,
2003), reducdo da incidéncia de diarreia (GORGULU et al., 2003; GARCIA, 2008) e
consumo de matéria seca (STEIN et al., 2006; RAETH-KINIG; LINN; JUNG, 2007).
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3 ESCORE FECAL E HEMOGASOMETRIA EM BEZERROS RECEBENDO
CONCENTRADO INICIAL CONTENDO COPRODUTOS EM SUBSTITUICAO AO
MILHO

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a severidade da acidose metabdlica e outros sinais
clinicos decorrentes da diarreia em bezerros em aleitamento, consumindo concentrado inicial
contendo polpa citrica, melaco ou xarope de glicose em substituicdo ao milho. No primeiro
experimento, 24 bezerros foram divididos em 3 tratamentos: 1) concentrado inicial controle a
base de milho; 2) 50% de polpa citrica (na MS) em substituicdo ao milho; 3) 100% de polpa
citrica (na MS) em substituicdo ao milho. No segundo experimento 32 bezerros foram
divididos em 4 tratamentos: 1) concentrado inicial controle a base de milho e 0% de melaco;
2) 5% (na MS) de melaco em substituicdo ao milho; 3) 10% (na MS) de melaco em
substituicdo ao milho; 4) 5% de xarope de glicose em substituicdo ao milho. Em ambos 0s
experimentos, 0s animais foram alojados em abrigos individuais, com livre acesso a agua e
concentrado, recebendo 4 L de sucedaneo lacteo por dia. Apds o diagndstico de diarreia,
foram realizadas durante os 3 primeiros dias avaliacdes do escore fecal, escore dos sinais
clinicos e medicdo dos parametros fisioldgicos, como frequéncia respiratéria, frequéncia
cardiaca e temperatura retal. Além disso, foram colhidas amostras de sangue, sempre 2 horas
apos o consumo de sucedaneo no periodo da manhad para determinacdo de: hemograma,
analises gasométricas e eletroliticas (pH sanguineo, hemoglobina, anion gap, excesso de
bases, concentracdo plasmatica de sédio, potassio, cloreto, bicarbonato, PCO.), e analises
bioquimicas plasméticas (glicose, proteinas totais, albumina, pB-hidroxibutirato, uréia
nitrogenada, lactato total, D- e L-lactato). Dados metereoldgicos e indices de conforto térmico
também foram calculados. A adi¢do crescente de polpa citrica, melagco ou xarope de glicose
no concentrado inicial ndo afetou de maneira negativa (P>0,05) o escore fecal, nem as
caracteristicas das fezes diarreicas e ndo provocou piora dos sinais clinicos consequentes da
diarreia. De acordo com o leucograma, o aumento da contagem de leucdcitos totais e
neutrofilia observada indicam que as diarreias no rebanho experimental foram de origem
infecciosa, ndo relacionadas ao consumo de coprodutos. Durante os trés primeiros dias de
diarreia, o eritrograma e as andlises plasmaticas gasométricas, eletroliticas e bioquimicas nédo
resultaram (P>0,05) em desidratacdo, acidose ou qualquer outro disturbio metabolico nos
animais. Entretanto, o aumento de adi¢do de melaco no concentrado teve efeito (P<0,04) no
aumento do hematdcrito dos animais, podendo entdo, ser um componente que favorece a
desidratacdo de animais diarreicos. Os indices de conforto térmico tiveram grande influéncia
nos parametros fisiologicos e quadros clinicos dos animais doentes. Como concluséo, a
inclusdo dos coprodutos das agroindustrias utilizados neste estudo em substituicdo ao milho
no concentrado inicial ndo afetou o metabolismo dos animais em resposta a ocorréncia de
diarreias, podendo ser utilizados na alimentacdo sem prejudicar a satde dos animais.

Palavras-chave: Alimentacao; Bezerros; Disturbio metabolico; Subproduto



52

Abstract

The objective of this study was to evaluate the severity of metabolic acidosis and other
clinical signs resulting from diarrhea in milk-fed calves consuming starter feed containing
citrus pulp, molasses or glucose syrup as a replacement for corn. In the first trial, 24 calves
were distributed into three treatments: 1) control starter feed containing only corn, 2) 50%
(DM) of citrus pulp replacing corn, 3) 100% (DM) of citrus pulp replacing corn. In the second
trial, 32 calves were distributed into four treatments: 1) control starter feed containing corn
(0% of molasses), 2) 5% (DM) of molasses replacing corn, 3) 10% (DM) of molasses
replacing corn; 4) 5% glucose syrup replacing corn. In both experiments, the animals were
housed in individual hutches, with free access to water and concentrate, and received 4 L/d of
milk replacer. After the diagnosis of diarrhea evaluations of fecal score, score of clinical signs
and measurement of physiological parameters (respiratory rate, heart rate and rectal
temperature) were performed during three days. In addition, blood samples were collected
(two hours after morning milk replacer feeding) for determination of white blood count
(WBC), electrolytes and blood gases analysis (blood pH, hemoglobin, anion gap, base excess,
plasmatic concentration of sodium, potassium, chloride, bicarbonate, PCO,), as well as
plasma biochemical analysis (glucose, total protein, albumin, B-hydroxybutyrate, urea
nitrogen, lactate total D-and L-lactate). Meteorological data and thermal comfort indexes were
also calculated. The increasing levels of of citrus pulp, molasses and glucose syrup in the
starter feed had no negative effect (P>0.05) on fecal score, characteristics of diarrheic stools
and on the agravation of diarrhea clinical signs. According to the WBC, the increased of total
leukocytes and neutrophilia suggesting infectious diarrhea and rejecting the possibility that
the consumption of coproducts in the starter feed were the etiology of diarrhea cases. During
the first three days of diarrhea, the erythrogram, biochemical, blood gases and electrolytes
data did not resulted (P>0.05) in dehydration, acidosis, or any other metabolic disturbance in
animals. However, the increased addition of molasses in the concentrate had a negative effect
(P<0.04) in hematocrit, being a component that may favors the dehydration in diarrheic
animal. Thermal comfort indexes had great influence on clinical and physiological parameters
on sick animals. As conclusion, the inclusion of co-products used in this study to replace corn
in the starter feed did not affect the animals’ metabolism in response to the occurrence of
diarrhea, being an alternative without threateningthe health of dairy calves.

Keywords: Byproducts; Dairy calves; Metabolic disorders; Starter feed



53

3.1 Introducgéo

O avanco das técnicas de alimentacdo e manejo na pecuaria leiteira, principalmente
relacionada a criacdo de bezerros e novilha de reposicdo, tem levado pesquisadores a
buscarem alternativas economicamente viaveis para essa exploragdo. Entretanto, deve-se ter
cautela com a utilizacdo de certos recursos direcionados a criacdo de bezerros. A criacdo de
novilha de reposicdo em uma propriedade é responsavel por grande parte dos custos, por isso,
a utilizacdo de qualquer recurso que traga diminuicdo destes custos sem prejudicar o
desenvolvimento do animal é interessante (HOFFMAN; FUNK, 1992; TOZER,
HEINRICHS, 2001).

A diarreia € uma das principais doencas que acometem bezerros e acarretam maiores
gastos com medicacdo e perdas por mortalidade. Em geral, esta enfermidade esta relacionada
ao manejo inadequado e precérias condi¢fes de higiene alimentar e ambiental (BOTTEON et
al., 2008). A diarreia neonatal ocorre como resultado da interacdo entre o bezerro, 0 meio
ambiente, a nutri¢do e agentes infecciosos (HALL; JONES; MORGAN, 1992).

O fornecimento de concentrado inicial para bezerros em aleitamento é extremamente
importante para o desenvolvimento do rimen e consequente preparo do animal para o periodo
apos o desaleitamento. A composi¢do de concentrados iniciais de bezerros é normalmente
baseada na inclusdo de milho e farelo de soja, com pequenas taxa de inclusdo de ingredientes
alternativos, sendo bastante comum a inclusdo de farelo de trigo. A disponibilidade e menor
preco de alguns coprodutos da agroindustria permitem o balanceamento de concentrados
iniciais com o mesmo valor energético, no entanto pouco se sabe sobre o aproveitamento
deste pelos animais, além da possibilidade de ocorréncia de diarreias.

Nos ultimos anos, a utilizacdo de subprodutos, como a polpa citrica na alimentacdo
de bezerros, como recurso para diminuir custos, tem sido cada vez maior. Entretanto, apesar
de j& haver varios estudos relacionando a utilizacdo deste recurso no desempenho animal com
animais em lactacdo (LEIVA; HALL; VAN HORN, 2000; NUSSIO et al., 2000; ASSIS et al.,
2001; MIRON et al., 2002; BAMPIDIS; ROBINSON, 2006), ha poucos estudos sobre seu
efeito no desempenho de animais jovens, assim como sua influéncia em distarbios
metabolicos. A inclusdo de polpa citrica na alimentacdo de bezerros muito jovens pode ser
prejudicial, devido a sua incapacidade do organismo do animal em digerir a pectina.
Concentrados contendo polpa citrica podem aumentar a morbidade ocasionada por diarreia

devido a causas nutricionais, e ainda, aumentar a severidade clinica da mesma.
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Outro co-produto que pode ser utilizado como alternativa a inclusdo de milho em
concentrados iniciais é o melago. O melago liquido é habitualmente utilizado em rac6es para
animais como recurso para melhorar a palatabilidade e dar melhor consisténcia a racdo através
da aglomeracédo do p6 (MORALES; VAN HORN; MOORE, 1989).

Segundo estudos realizados por Brown, Phillips e Jones (1987) e Brown e Johnson
(1991), a inclusédo de 10 a 20% de melaco em dietas com alta proporgdo de forragem,
aumentou o consumo de matéria seca ou matéria original de animais ruminantes adultos. Em
contrapartida, resultados sdo diferentes em vacas leiteiras quando a inclusdo de melaco € feita
em racOes ricas em concentrado, contendo forragens de alta qualidade ou em situagdes onde o
concentrado e o volumoso sdo fornecidos separadamente. Estes dados sugerem que a
qualidade da dieta influencia a alteragdo observada no consumo com a adi¢do de melaco
(LOFGREEN; OTAGAKI, 1960; KOMKRIS; STANLEY; MORITA, 1965; MORALES;
VAN HORN; MOORE, 1989).

Em bezerros com aproximadamente um ano de idade, a suplementacdo de melaco
aumentou os coeficientes de digestibilidade da matéria seca, matéria organica, energia bruta,
fibra em detergente neutro e fibra em detergente acido. Além disso, todos os niveis de melaco
(25, 30, 35 e 40%) utilizados apresentaram aumento do consumo de matéria seca total,
proteina bruta total e matéria organica digestivel (FREITAS et al., 2003). Entretanto, outros
estudos feitos com inclusdo de melago na ragdo de novilhas em substituicdo ao milho como
fonte alternativa de energia, apresentaram resultados negativos em relacéo a digestibilidade de
proteina, matéria seca, matéria organica, extrato etéreo e fibra bruta (BOHMAN et al., 1954),
Todavia, estudos sobre a incluséo de melago da cana em rac6es iniciais para bezerros durante
as primeiras semanas de vida ndo possuem resultados muitos conclusivos. De acordo com um
estudo realizado por Lesmeister e Heinrichs (2005), a inclusdo de 12% de melago (baseado na
MS) no concentrado inicial ndo resultou em diferengas significativas no peso corporal dos
animais, na ingestdo de matéria seca, no ganho de peso médio diario ou na eficiéncia
alimentar no periodo de aleitamento em comparagdo ao grupo controle que recebeu 5% de
melago (baseado na MS). Entretanto, no periodo pds-aleitamento, a inclusdo de melago,
principalmente na taxa de inclusdo de 12% na matéria seca total, reduziu o consumo de
matéria seca total, 0 ganho de peso diario e o ganho médio diario do perimetro toracico, muito
embora o consumo de energia ndo tenha sido afetado.

Estudos com fornecimento de concentrado inicial contendo diferentes niveis de
inclusdo de melago e também de xarope de glicose para bezerros neonatos sdo escassos. Nesse

periodo esses animais sao muito suscetiveis a moléstias do trato gastrointestinal, uma vez que
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ndo sdo capazes de digerir certos tipos de alimentos, devido a auséncia ou pouca produgéo de
certas enzimas e também devido a microflora pouco desenvolvida presente no trato digestério
desses animais (TOULLEC; GUILLOTEN, 1989).

O fornecimento de concentrados iniciais para bezerros em idades bem jovens tem
como objetivo a viabilizacdo do desaleitamento precoce, o que resulta em reducdo do custo do
animal uma vez que a dieta liquida representa em torno de 70% dos custos de criacdo de
bezerras Isso ocorre por que o fornecimento de alimentos sdélidos, principalmente
concentrado, esta diretamente relacionado com o desenvolvimento fisioldgico do rimen. Este
desenvolvimento é consequéncia do aumento da concentracdo de AGCC, que sdo absorvidos
pelo tecido epitelial de revestimento do ramen, resultando num melhor desenvolvimento das
papilas (WILLET, 1990; ASSANE; DARDILLAT, 1994).

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar se substituicdo de milho por co-produtos
como polpa citrica, melagco ou xarope de milho no concentrado inicial para bezerros pode
provocar efeitos negativos relacionado & moléstias gastrointestinais e distdrbios metabdlicos

como desidratacdo e acidose metabotica.
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3.2 Material e métodos
3.2.1 Ambiente e instalacgdes
Os experimentos foram conduzidos no Bezerreiro Experimental do Departamento de

Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ-USP, situado na
cidade de Piracicaba, estado de S&o Paulo, Brasil. A area experimental utilizada (Figura 3.1)

era de terreno plano e com gramado.

Figura 3.1 - Area eerimental na EAQ-Plracicaba, onde os perlmetos foram realizados

Foram executados dois experimentos relacionados a inclusdo de coprodutos da
agroindustria, o primeiro, com inclusdo de polpa citrica no concentrado em substituicdo ao
milho, foi realizado no periodo de dezembro de 2011 a marco de 2012; o segundo, com
inclusdo de melaco ou xarope de glicose no concetrado em substituicdo ao milho, foi
realizado entre mar¢co a junho de 2012. Dados climaticos foram colhidos do posto
meteorolégico da ESALQ-USP, que utiliza uma estacdo automética acoplada a um datalogger
— CR10X, que armazena os dados de 15 em 15 minutos. Dados do ambiente foram analisados
diariamente, tais como: temperaturas maxima, minima e média, umidade relativa do ar
méaxima, minima e média, velocidade média do vento e indice pluviométrico, durante todo o
periodo em que os experimentos foram conduzidos. Para avaliar se 0s animais passaram por
estresse térmico devido ao ambiente, foram calculados os indices de Temperatura e Umidade
(ITU) definido por Thom (1959) e o indice de Temperatura Equivalente (ITE) desenvolvido
por Baeta et al. (1987).
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3.2.2 Manejo dos animais

Aplés 0 nascimento, o0s bezerros receberam colostro na quantidade de 4
litros/animal/dia, em duas refeicGes diarias, até o segundo dia de vida. Os animais foram
transportados para o bezerreiro experimental da ESALQ-USP com idade média de 1 semana
de vida.

No campo experimental, os animais foram contidos por meio de correntes de 1,80 m
de comprimento, fixadas ao solo em uma das extremidades e acopladas a uma coleira, de
modo a impedir o contato fisico entre os bezerros. Os abrigos individuais moveis eram de
estrutura de madeira e cobertura de zinco, com suporte para comedouro e balde para agua,
sendo mudados de local diariamente com o intuito de manter o animais sempre em local
limpo, longe de fezes. Os abrigos foram dispostos em local plano com gramado, orientados
com a lateral sentido leste-oeste para sempre possuir sombra disponivel ao alcance dos animais
nas laterais dos abrigos.

O acesso a agua foi ad libitum e o fornecimento de sucedaneo foi na quantidade de 4
litros por dia (baseado na média de igual ou aproximadamente 10% peso corporal ao nascer),
divididos em duas refeicdes, no comeco da manha e no final da tarde. O concentrado inicial
farelado formulado conforme o tratamento experimental proposto foi fornecido ad libitum, ndo
ultrapassando o consumo de 2 kg/dia. O desaleitamento dos animais foi realizado de forma
abrupta na 82 semana de vida.

3.2.3 Composicéo dos concentrados iniciais conforme tratamentos propostos

3.2.3.1 Experimento I: Avaliacdo de polpa citrica como alternativa ao milho no

concentrado inicial de bezerros leiteiros

Foram utilizados 24 bezerros machos da raca Holandés, com idade inicial média de 2
semanas de idade e peso corporal ao nascer de 39 quilos, distribuidos em blocos de acordo
com 0 peso ao nascer e a data de nascimento e distribuidos entre os diferentes tratamentos, de
acordo com a inclusdo de polpa citrica no concentrado inicial em substituicdo ao milho
(Tabela 3.1):

1) Concentrado inicial controle a base de milho;

2) Concentrado inicial com associagdo de 50% milho e 50% polpa citrica;

3) Concentrado inicial contendo 100% de polpa citrica e 0% de milho.
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Tabela 3.1 - Ingredientes e composi¢do quimico-bromatoldgica do concentrado inicial com
diferentes niveis de polpa citrica

Ingredientes, % MS Tratamentos
0%PC 50%PC 100%PC

Milho moido 64,0 32,0 0,0
Polpa citrica 0,0 32,0 64,0
Farelo de soja 26,0 28,0 28,0
Farelo de trigo 6,0 55 7,0
Calcério calcitico 3,0 15 0,0
Premix mineral/vitaminico® 1,0 1,0 1,0
Composicdo quimica

Matéria seca, % 89,9 90,5 90,9
Matéria mineral, % MS 5,88 7,3 9,4
Proteina bruta, % MS 20,6 20,7 19,5
Extrato etéreo, % MS 3,4 3,0 2,8
Fibra em detergente neutro (FDN), % MS 13,4 17,7 21,7
Fibra em detergente &cido (FDA), % MS 7,5 11,2 17,3
Lignina, % MS 0,66 1,30 1,87
Carboidratos n&o fibrosos, % MS 56,7 51,3 46,6
Nutrientes digestiveis totais, % MS 82,72 77,20 73,61
Energia metabolizavel, (Mcal/kg MS)® 2,94 2,97 2,96
Energia liquida ganho, (Mcal/kg MS)® 1,36 1,37 1,35
Célcio, % MS® 1,40 1,43 1,49
Fosforo, % MS@ 0,41 0,41 0,36

@ Composicdo do Premix mineral/vitaminico: Ca 16,8%; P 4,2%; S 2,3%; Na 11,6%; Cl 8,0%; Mg 2,4; Co 38,2
ppm; Cu 343 ppm; | 30,2 ppm; Fe 578,2 ppm; Mn 1146,4 ppm; Se 15,5 ppm; Zn 1176,2 ppm; Vit. A 68.760
Ul/kg; Vit. E 764 Ul/kg; Vit. D 57.300 Ul/kg.

@ Valor estimado pelo NRC (2001)

3.2.3.2 Experimento 11: Avaliacao de diferentes niveis de melaco e xarope de glicose
como alternativa ao milho no concentrado inicial de bezerros leiteiros

Foram utilizados 32 bezerros machos da raca Holandés, divididos em blocos de
acordo com 0 peso ao nascer e a data de nascimento e distribuidos entre os diferentes
tratamentos, de acordo com a inclusdo de melaco ou xarope de glicose em substituicdo ao

milho no concentrado inicial (Tabela 3.2):
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1) Concentrado inicial controle a base de milho, sem adigdo de melago (na MS);
2) Concentrado inicial com incluséo de 5% de melaco (na MS);
3) Concentrado inicial com inclusdo de 10% de melaco (na MS);

4) Concentrado inicial com inclusao de 5% de xarope de glicose (na MS).

Tabela 3.2 - Ingredientes e composi¢do quimico-bromatoldgica do concentrado inicial com
diferentes niveis de melaco e xarope de glicose

Ingredientes, % MS Tratamentos
0%ME 50ME  109%0ME  5%XA

Milho moido 65 60 55 60
Farelo de soja 24 24 23 24
Melaco de cana 0 5 10 0
Xarope de glicose 0 0 0 5
Casca de soja 10 10 11 10
Premix mineral/vitaminico® 1 1 1 1
Composicdo quimica

Matéria seca, % 88,0 87,4 87,8 87,9
Matéria mineral, % MS 4,22 4,66 4,65 4,12
Proteina bruta, % MS 19,6 19,9 19,3 19,5
Extrato etéreo, % MS 4,11 4,06 3,40 3,89
Fibra em detergente neutro, % MS 16,4 18,8 18,7 16,9
Fibra em detergente acido, % MS 9,4 10,8 11,5 10,3
Lignina, % MS 0,75 0,72 0,94 0,82
Carboidratos néo fibrosos, % MS 55,7 52,6 54,0 55,6
Energia metabolizavel, (Mcal/kg MS)® 3,00 3,00 2,98 3,00
Energia liquida ganho, (Mcal/kg MS)® 1,93 1,92 1,91 1,92
Calcio, % MS® 0,4 0,4 0,5 0,4
Fosforo, % MS@ 0,3 0,3 0,4 0,2

@ Composicdo do Premix mineral/vitaminico: Ca 16,8%; P 4,2%; S 2,3%; Na 11,6%; Cl 8,0%; Mg 2,4; Co
38,2 ppm; Cu 343 ppm; | 30,2 ppm; Fe 578,2 ppm; Mn 1146,4 ppm; Se 15,5 ppm; Zn 1176,2 ppm; Vit. A
68.760 Ul/kg; Vit. E 764 Ul/kg; Vit. D 57.300 Ul/kg.

@ Valor estimado pelo NRC (2001)
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3.2.4 Avaliacéao de escore fecal

Foram realizadas diariamente no periodo de manhd, as avaliacfes do escore fecal de
todos os animais conforme Larson et al. (1977), sendo classificadas conforme a fluidez: (1)
quando normais e firmes; (2) quando com consisténcia pastosa porem com aspecto geral
saudavel; (3) quando com consisténcia aquosa considerada diarreia; (4) quando com
consisténcia fluida.

Para os animais que apresentaram mudancas no escore fecal, utilizou-se o seguinte
protocolo pratico de manejo: o escore fecal até 2 foi considerado normal, a partir do escore 3,
foi considerado quadro de diarreia. Ap0Os a observacdo da incidéncia de diarreia, 0s animais
ficaram por 24 horas em observacdo, caso ndo houvesse reversdo do quadro o animal era
submetido por um periodo de 3 dias a varias analises descritas a seguir.

Durante os trés primeiros dias apds o diagnostico de diarreia foram caracterizados
varios aspectos das fezes como coloragdo, consisténcia e componentes conforme Larson et al.
(1977). As fezes foram classificadas de acordo com sua fluidez (1; normal; 2: mole; 3:
aquosa; 4: fluida); severidade; coloracdo das fezes (a: branca/amarelada; b: cinza; c: amarelo;
d: marrom; e: vermelha/rosea; f: verde/verde escuro; g: muito escura/preta); consisténcia (a:
normal; b: espumosa; c: com muco; d: grudenta; e: muito firme); odor (a: normal; b:

ligeiramente ofensivo; c: altamente ofensivo).

3.2.5 Avaliacao dos sinais clinicos

Durante os 3 primeiros dias ap6s o diagnostico de diarreia foram aferidas a temperatura
retal, frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria, no periodo de manha as 7:00 horas, no
periodo do meio-dia e no final da tarde as 19:00 horas. Também foi realizado um sistema de
escore de sinais clinicos em bezerros com diarreia conforme o Tabela 3.3 adaptado de Kasari;
Naylor (1986). Foram mensuradas e levadas em consideracdo a temperatura do ambiente, a
umidade relativa do ar e a velocidade do vento, ja que os indices de conforto térmico

interferem nos parametros fisiologicos.
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Tabela 3.3 - Sistema de escore de sinais clinicos em bezerros com diarreia, adaptado de
Kasari e Naylor (1986)

Variavel Metqdo~de Pontuacao® Interpretacao
avaliacao
0 Mamada forte e coordenada
Reflexo de Colocar o dedo na 1 Mamada fraca e coordenada
mamada boca 2 Mastigacdo desorganizada
3 Ausente
Movimentos 0 Reflexo instantaneo
Reflexo de
ameaca bruscos em 1 Reflexo atrasado
¢ direcéo aos olhos 2 Reflexo ausente
0 Contracdo muscular e movi-mento
da cabeca
" Pressdo na area Contracdo muscular sem
Resposta tatil 1 .
lombar movimento da cabeca
2 Sem contragdo muscular e sem
movimento da cabeca
Capacidade de Cutucar a costela 0 Capacidade de reacéo
reacao com uma caneta 1 Incapacidade de reacao
. 0 Mucosa com calor normal
Calor da cavidade R
Tocar o palato 1 Mucosa com calor diminuido
oral .
2 Mucosa fria
i 0 Membro com calor normal
Calor das Apalpar a regido oL
. 1 Membro com calor diminuido
extremidades do boleto
2 Membro gelado

2A pontuagéo para cada variavel é adicionada para se obter uma pontuacdo minima de zero em bezerros
saudaveis e uma pontuagdo maxima de 12 em bezerros debilitados apresentando sinais clinicos ruins

3.2.6 Calculos de indice de conforto térmico
3.2.6.1 Calculodo ITU

O indice de temperatura e umidade (ITU) foi calculado a partir da média da
temperatura ambiente e da umidade relativa do ar. Também foi calculado o ITU nos periodos
mais quentes dos dias, com a finalidade de verificar o apice de estresse térmico passado pelos

animais. O ITU foi definido por THOM (1959), através da seguinte equacéo:

ITU= (0,8 x T + (UR/100) x (T-14,4) + 46,4)
Onde:
T = temperatura ambiente (°C);

UR = umidade relativa do ar (%).
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3.2.6.2 Célculodo ITE

O indice de temperatura equivalente (ITE) desenvolvido por BAETA et al. (1987)

foi calculado através da seguinte equacao:

ITE = 27,88 - 0,456.t + 0,010754.t? - 0,4905.h + 0,00088. h?+ 1,1507.v
-0,126447.v2 + 0,019876. t (h) - 0,046313. t (V)
Onde:
t = temperatura ambiente (°C);
h = umidade relativa do ar (%).

v = velocidade do ar (m/s).

3.2.7 Coleta de sangue e metodologia

Nos primeiros trés dias apos o diagndstico de diarreia foram colhidas amostras de
sangue diariamente, sempre duas horas apés o consumo de sucedaneo lacteo durante o
periodo da manhd. Utilizou-se tubos vacuolizados contendo fluoreto de sodio como
antiglicolitico e &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante e também
um tubo vacuolizado contento heparina sédica.

As amostras de sangue do tubo contendo fluoreto de sédio e EDTA foram
centrifugadas a 2000 x g, durante 20 minutos, a temperatura de 4°C. O plasma foi separado
por pipetagem e armazenado em microtubos, posteriormente mantidos em freezer para
posterior determinacdo de glicose, proteinas totais, albumina, lactato total, L-lactato, D-lactato
e B-hidroxibutirato.

As amostras do tubo contendo fluoreto de sddio e EDTA foram utilizadas para
realizar o hemograma e determinar hematocrito (volume globular), eritrocitos totais, VGM,
leucdcitos totais e leucdcitos diferenciais.

As amostras dos tubos contendo heparina sodica foram utilizadas para determinar a
gasometria e concentracdes de sodio (Na), potassio (K), cloreto (Cl), pH sanguineo, PCOs,
Ureia Nitrogenada (NUP), Hemoglobina (Hb), HCOs", BEecr (excesso de bases) e anion gap,

além de glicose e hematdcrito (Hct%).
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3.2.8 Andlises bioquimicas plasmaticas
3.2.8.1 Determinacao de glicose

As concentracfes de glicose foram determinadas utilizando-se o kit enzimatico
GLICOSE HK LIQUIFORM - Ref.:85 (LABTEST Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG,
Brasil) por espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia de 505 nm
em Sistema Automatico para Bioquimica — Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil).
Uma aliquota de 4pL de regente fornecido pelo kit. Apds periodo de incubacdo de 10
minutos, foi realizada a leitura da absorbancia para obtencdo dos valores de glicose
plasméatico em mg/dL. Para calibracdo do equipamento, solucdo padrdo fornecida com kit
enzimético com concentragdo de 100 mg/dL de glicose foi analisada a cada rodada.

3.2.8.2 Determinacao de proteinas totais

As concentracdes de proteinas totais foram determinas a partir do kit enzimético
PROTEINAS TOTAIS — Ref: 99-250 (LABTEST Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG,
Brasil) por espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia de 540 nm
em Sistema Automatico para Bioquimica — Modelo SBA-200 (Figura 3.4) (CELM, Barueri,
SP, Brasil). O método reagente de Biureto pipetado na amostra (relagdo amostra/reagente:
1:51) ou solugdo padrdo (4g/dL) incubados a 37°C por 10 minutos. Apds o periodo de
incubacdo, as reacdes das amostras com o reagente formaram um composto de cor purpura,

cuja absorbéancia foi proporcional a concentracdo de proteinas da amostra.

3.2.8.3 Determinacéo de albumina

As concentracbes de albumina foram determinas a partir do kit enzimético
ALBUMINA - Ref: 19 (LABTEST Diagnoéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) por
espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia de 620 nm em Sistema
Automatico para Bioquimica — Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil). O método
utiliza reagente de cor pipetado na amostra (relagdo amostra/reagente: 1:101) e ap0s o periodo
de incubacéo, foi realizada a leitura da absorbancia para obtengdo dos valores de albumina

plasmética em g/dL.
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3.2.8.4 Determinacao de B-hidroxibutirato

A determinag¢dao de B-hidroxibutirato foi realizada utilizando-se kit enzimatico
RANBUT — Ref.. RB1007 (RANDOX Laboratories — Life Sciences Ltd., Crumlin, UK),
utilizando-se filtro de absorbéncia de 340 nm em Sistema Automaético para Bioquimica —
Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil). Foi utilizado para calibracdo do equipamento
solucdo padrdo fornecida com o kit com concentracdo de 1,000 mmol/L. Uma aliquota de
12,5 pL. de amostra foi pipetada na cubeta de reacdo, acrescida de 500 puL de reagente
enzimatico, seguida por leitura no aparelho apés 1 minuto para obtencdo da absorbancia
inicial. Apds incubacdo por mais 2 minutos, foi realizada nova leitura de amostra. A diferenca
entre as leituras inicial e final foi utilizada para construcdo da curva de regressao e obtencao

dos resultados.

3.2.8.5 Determinacéo de lactato total

As andlises de concentracdes de lactato total plasmaético foram realizadas a partir da
metologodia descrita por Pryce (1969). Em tubos de ensaio com 3,95 mL de reagente
precipitante (10 g de tungstato de sodio (Na2OsW) + 22 mL de &cido ortofosforico 90%
(H3POg4) + 5 g de sulfato de cobre (CuSO4.7H20) + 1 L de agua destilada) foram colocados 50
pL de plasma sanguineo, e foram agitados por aproximadamente 5 segundos e centrifugados
por 5 minutos a 2.000 x g. Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi transferido para tubos de
ensaio e, de forma répida, 6 mL de acido sulfarico (H.SO4) foram adicionados em cada tubo,
sendo novamente agitados por 10 segundos. Apds a agitacdo, os tubos foram resfriados em
agua corrente e adicionados 100 pL de reagente de coloragdo (1,5 g de p-hidroxibifenil em
100 mL de dimetilformamida, em baldo de 100 mL), agitados e deixados em repouso por 10
minutos. Na etapa seguinte, os tubos foram transferidos para banho-maria com agua fervente
por 90 segundos, resfriados em agua corrente e levados a espectrofotdmetro para leitura de
absorbéancia utilizando-se filtro de comprimento de onda de 565 nm. As solugdes padrdo
foram obtidas através de diluicdo seriada da solucgéo inicial de 4,0 mg/dL (2,13 g de lactato de
litio + 5 mL de H2SO4 + 500 mL de agua destilada) e utilizadas na construgédo de curva padréo

com as concentrages de 0; 0,25; 0,50 e 1,0 mg/mL.
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3.2.8.6 Determinacao de L-lactato

As concentracdes de L-lactato plasméatico foram determinas a partir do kit enzimatico
LACTATO liquiform — Ref: 116 (LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) por
espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia de 550 nm em Sistema
Automatico para Bioguimica — Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil). O método
utiliza reagente fornecido pelo kit pipetado na amostra (relacdo amostra/reagente: 1:81) ou
solucdo padrdo (40mg/dL), apos o periodo de incubacéo, foi realizada a leitura da absorbancia

para obtencdo dos valores de lactato plasméatico em mg/dL.

3.2.8.7 Determinacao de D-lactato

A determinacédo de D-lactato foi obtida pela diferenca do resultado de lactato total do

plasma (mg/dL) com o resultado de L-lactato plasmatico (mg/dL).

3.2.9 Anélises gasométricas e eletroliticas

Para determinacdo da gasometria foi utilizado um analisador sanguineo portatil i-
Stat® com bateria (9v), o qual determina o resultado quantitativo das analises em
aproximadamente 2 minutos. Para cada amostra de sangue, imediatamente apds a coleta, foi
pipetada 75 uL de amostra na cavidade do cartucho descartavel e entdo inserido no analisador
portatil para as analises. O cartucho utilizado foi o modelo i-Stat® Cartridge ECs+ - Ref:
ECO, que consiste de um chip biossensor eletroquimico que realiza testes para Na (mEg/L), K
(mEg/L), CI (mmol/L), glicose (mg/dL), pH, PCO: (presséo parcial de dioxido de carbono,
mmHg) e NUP (mg/dL) e Hct (%) no sangue total.

Desses valores medidos, séo determinados valores para HCOs™ (mmol/L), BEect
(excesso de bases, mmol/L), Anion Gap (mmol/L) e Hb (g/dL).

Para cada cartucho a composicao de reagentes é: Na* (134 mmol/L), K* (4 mmol/L),
CI" (101 mmol/L), glicose (7 mmol/L), uréia (4 mmol/L), CO2 (28 mmHg), pH (7,4), glicose
oxidase (0,002-0,004 Ul), urease (0,09-0,57 Ul).
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3.2.10 Hemograma
3.2.10.1 Determinacéo do hematdcrito

Amostras de sangue venoso coletadas com tubos vacuolizados contendo
anticoagulante EDTA foram utilizadas para preencher em torno de % dos tubos capilares sem
heparina, e em seguida uma das extremidades foi vedada.

Os tubos capilares foram centrifugados em centrifuga de microhematocrito - Modelo
SPIN 1000 (MICROSPIN), a 12.000 x g, durante 10 minutos. Apos centrifugacdo foram feitas
leituras dos tubos capilares em régua propria para hematdcrito, sendo o resultado expresso em

porcentagem (%).

3.2.10.2 Determinacéo de contagem total de eritrocitos

Foram diluidos 20 pL da amostra de sangue em 4 mL no Liquido de Hayem
(proporcdo de 1:200), sendo a mistura homogeneizada cuidadosamente. Uma pequena
quantidade dessa amostra diluida foi pipetada na abertura lateral da cdmara de Neubauer
espelhada, fazendo o liquido penetrar por capilaridade entre a camara e a laminula. A cadmara
de Neubauer foi mantida num ambiente Umido durante 5 minutos, para permitir a perfeita
sedimentacdo dos eritrocitos no fundo da camara.

Através de um microscopio, foram feitas as contagens em cinco quadrantes menores
localizados no centro da area marcada da camara de Neubauer, sendo determinada a

quantidade de hemacias/uL pela seguinte equacao:

Hemécias/pL = Y q.5.10.200
Onde:

>'q = soma da contagem de eritrocitos de 5 quadrantes da cdmara de Neubauer.

3.2.10.3 Determinacéo de VGM

O volume globular médio (VGM) no hemograma é a média dos volumes das

hemacias. Foi calculado pela seguinte equagio, sendo o resultado dado em pum?:

VGM = hct . [10/(cte/1000000)]
Onde:
hct = hematocrito (%)

cte = contagem total de eritrécitos/mL
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3.2.10.4 Determinacdo de contagem total de leucdcitos

Foram diluidos 20 pl da amostra de sangue em 0,4 mL no Liquido de Turk
(proporcdo de 1:20), sendo a mistura homogeneizadas cuidadosamente. Uma pequena
quantidade dessa amostra diluida foi pipetada na abertura lateral da cAmara de Neubauer
espelhada, fazendo o liquido penetrar por capilaridade entre a cdmara e a laminula. A cadmara
de Neubauer foi mantida num ambiente Umido durante 5 minutos, para permitir a perfeita
sedimentacdo dos leucdcitos no fundo da camara.

Utilizando um microscépio, foram feitas as contagens nos quatro quadrantes
localizados nas extremidades da area marcada da cdmara de Neubauer, sendo determinada a

guantidade leucocitos/uL pela seguinte equacéo:

Leucdcitos/pL. = (3.q/4).10. 20
Onde:
>q = soma da contagem de leucocitos dos 4 quadrantes da extremidade da camara de

Neubauer.

3.2.10.5 Determinacédo de contagem diferencial de leucocitos

Foram confeccionados esfregacos sanguineos utilizando-se corante de Wright.

Para contagem diferencial dos leucdcitos, foi utilizado um microscopio com a lente
objetiva de imersdo, contando-se 100 leucdcitos percorrendo-se as bordas laterais das laminas
em trajeto de “zig-zag”. Os leucocitos foram diferenciados através da morfologia das celulas,
sendo a contagem realizada com auxilio de um contador diferencial de Células — Modelo CP
2100 (PHOENIX), A contagem diferencial de leucdcitos foi calculada em valores absolutos
(tipo de leucocito/ul. de sangue) e valores relativos (tipo de leucocito em % relativo a

contagem total de leucocitos/pL).

3.2.11 Andlises estatisticas

Para dividir os animais entre os tratamentos, baseou-se em delineamento experimental
divididos em blocos ao acaso, de acordo com 0 peso ao nascer e data de nascimento do
animal. Para as varidveis binomiais, foi utilizado a técnica de modelos lineares generalizados,
com funcdo de ligacdo logit (GLIMMIX). Para avaliar os dados dos pardmetros sanguineos e

avaliacdes clinicas foram analisados em delineamento fatorial com auxilio do procedimento
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MIXED do pacote estatistico SAS (versdo 9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC), conforme os
seguintes modelos:

(1) Yijk = p+ Ti+ 1j + Tlij + Eijk

Onde,

Yijk = varidvel resposta;

K = média geral;

Ti = efeito do tratamento (0%PC, 50%PC, 100%PC e 0%ME, 5%ME, 10%, 5%XA);
Ij = efeito dos dias avaliados (3 dias);

Tlij = efeito de interacdo entre tratamento e dias avaliados;

Eijk = efeito devido ao acaso (residuo).

(2) Yijk = g+ Ti + 1j + Tlij + Hk + Eijk

Onde,

Yijk = varidvel resposta;

M = média geral;

Ti = efeito do tratamento (0%PC, 50%PC, 100%PC e 0%ME, 5%ME, 10%, 5%XA);
Ij = efeito dos dias avaliados (3 dias);

Hk = efeito dos horéarios avaliados (7:00h, 12:00h, 19:00h)

Tlij = efeito de interagdo entre tratamento e dias avaliados;

Eijk = efeito devido ao acaso (residuo).

Para efeito de comparacdo de médias foi utilizado o teste t de Student, sendo as
médias estimadas através do método dos quadrados minimos, com nivel de significancia de
5%.

3.3 Resultados e discusséo
3.3.1 Dados meteoroldgicos e indices de conforto térmico

Fatores ambientais como a temperatura do ambiente e a umidade relativa do ar, em
valores fora do padréo de conforto, podem afetar de maneira negativa, os indices zootécnicos,

devido ao estresse ocasionado aos animais (MAGALHAES et al., 1998). Segundo Berman et
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al. (1985), para animais leiteiros temperaturas acima de 26°C s&o consideradas como
temperatura ambiente critica superior, provocando queda no desempenho dos animais. Para
bezerros, essa temperatura critica superior (TCS) é de 25°C e a temperatura critica inferior
(TCI) é de 13° C (SILVA, 2000).

Durante o periodo de experimento, nos meses de maio e junho de 2012 a temperatura
critica inferior (abaixo de 13°C) foi atingida. A temperatura critica superior (acima de 25°C),
também foi constatada em todos os meses de experimento conforme mostra a Figura 3.2,
significando que os animais podem ter sofrido estresse devido ao calor durante o periodo
experimental. Porém, levando em consideracdo a média geral da temperatura do ar, pode-se

dizer que todos os meses foram em geral, bons para 0s animais.
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Figura 3.2 - Temperatura ambiente (°C) méxima, media e minima durante o periodo
experimental

Dados relacionados a precipitagdo (Figura 3.3) demonstram maior incidéncia de
chuvas nos meses de dezembro de 2011 e janeiro de 2012. Segundo Stull et al (2008), a
precipitagdo é um dado importante quando se fala em mortalidade de bezerros, sendo que em
regides chuvosas a mortalidade diminui 16,9% em relacdo a regifes aridas. Entretanto, Azzam
et al. (1993) evidencia que pode haver efeitos negativos relacionado ao aumento da
precipitacdo em periodos em que a temperatura ambiente € baixa. No caso do Brasil, a alta
precipitacdo, aliada a altas temperaturas, resulta em indice de temperatura equivalente (ITE)
ndo favoraveis aos animais, reduzindo o conforto do animal, além de aumentar os problemas
sanitarios do rebanho.
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Figura 3.3— Indice pluviométrico (mm) durante o periodo experimental

Os indices de conforto térmico combinam dois ou mais elementos climaticos, como
temperatura ambiente (Figura 3.2), umidade relativa do ar (Figura 3.4), velocidade do vento e
outras, buscando determinar a influéncia destes e de sua combinacdo sobre o conforto do
animal em determinado ambiente. Os Indices de Temperatura e Umidade (ITU) podem ser
observados na Figura 3.5. Segundo Armstrong (1994), ITU com valores até 72 nao
representam estresse ao animal; valores de 72 a 78 representam estresse médio; valores de 78
a 88 representam estresse grave; e valores de 89 a 98 representam estresse extremamente
grave, sendo que valores superiores podem levar o animal a dbito.

Conforme as médias mensais de valores do ITU durante todo o periodo experimental,
0S animais passaram por estresse térmico na maioria dos meses, ou seja, com ITU acima de
72. Os meses de janeiro, maio e junho de 2012 apresentaram a média mensal de ITU

considerada boa para o conforto térmico para 0s animais.
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Figura 3.5 - Valores médios mensais do Indice de Temperatura e Umidade (ITU) durante o

periodo experimental

indice de Temperatura Equivalente (ITE) é um indice de conforto térmico que utiliza a

combinacdo dos efeitos de temperatura ambiente, velocidade do ar e umidade relativa, para

avaliar o conforto e desempenho dos animais (CASTRO et al., 2009). Baseando-se na

classificacdo apresentada por Baeta et al. (1987) em que os ITE de 18 a 27°C significam

auséncia de problemas; de 27 a 32°C significam cautela; de 32 a 38°C cautela extrema; de 38
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a 44°C significa uma situacdo de perigo; e maior que 44°C uma situacdo de perigo extremo a
salde e bem-estar dos animais.

Conforme apresentado na Figura 3.6, 0s meses que apresentaram ITE ideal para os
animais foram, janeiro, abril e maio de 2012. Os meses de dezembro de 2011 e fevereiro e
marco de 2012 apresentaram ITE acima do indicado, sugerindo que os animais sofreram
desconforto térmico, porém nada critico. Durante 0 més de junho, o ITE apresentou-se um
pouco abaixo do valor ideal, porém ndo representando situacdo extrema que afetasse o
desenvolvimento dos animais, principalmente por que nesse periodo ndo houve a combinacao

de elevado indice pluviométrico (Figura 3.3) com frio extremo.
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Figura 3.6 - Valores médios de indice de Temperatura Equivalente (ITE) durante o periodo
experimental

3.3.2 Escore fecal

Durante o periodo de aleitamento, um dos momentos mais criticos para os bezerros é o
momento em que 0s animais sd0 mais susceptiveis a afec¢bes (2° e 3° semana de idade).
Dentre as principais enfermidades que acometem os bezerros, dependendendo da clima e
regido, a diarreia é considerada a de maior importancia, trazendo prejuizos devido a gastos
com medicamentos, queda do desempenho animal, perda de peso e periodo de maior indice de
mortalidade (DAVIS; DRACKLEY, 1998). Segundo Millemann (2009) e também segundo
alguns estudos realizados com bezerros recebendo sucedaneo lacteo na quantidade média de
cerca de 10% do peso corporal ao nascer, & notério que o periodo da segunda e terceira
semana de idade dos animais é o mais critico em relagdo as incidéncias de diarreia (Figura
3.7) (SILVA, 2010; FERREIRA 2011; DE PAULA, 2012; NAPOLES, 2013).
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Figura 3.7 - Escore fecal de bezerros durante periodo de aleitamento, adaptado de acordo com

os trabalhos realizados por Silva, 2010; Ferreira 2011; De Paula, 2012; Néapoles,
2013

O escore fecal foi realizado conforme sugerido por Larson et al. (1977), em que na
avaliacdo das fezes, foi considerado diarreia no grafico, escore superior a 2,5. No experimento
com adicdo de polpa citrica no concentrado inicial ndo foi observado diferenga entre os

tratamentos (P<0,05) para ao escore fecal dos animais durante o periodo de experimento
(Figura 3.8).
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Figura 3.8 - Escore fecal de bezerros recebendo concentrado com diferentes niveis de polpa
citrica
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No experimento com adicdo de melago e xarope de glicose no concentrado inicial ndo
foi observado diferenca entre os tratamentos (P<0,05) em relag&o ao escore fecal dos animais

durante o periodo de experimento (Figura 3.9).
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Figura 3.9 - Escore fecal de bezerros recebendo concentrado com diferentes niveis de melago
e xarope de glicose

Conforme Millemann (2009) e os resultados exibidos na Figura 3.9, a segunda e
terceira semana sdo aquelas em que se observam maiores valores de escore fecal, o que
corrobora com os dados obtidos e apresentados nas Figuras 3.8 e 3.9.

Ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos em relacdo ao escore fecal,
entretanto é interessante analisar que o tratamento com inclusdo de 100% de polpa citrica teve
um escore ligeiramente mais alto nas sexta e sétima semanas de idade, provalvelmente devido
a pectina proveniente da polpa citrica, que possui efeito laxante nos animais (MOSCARDINI,
2008). A polpa citrica possui natureza hidrofilica que faz com que o movimento peristaltico
intestinal seja maior, resultando em producdo de fezes mais moles, como diarreia, entretanto
ndo infecciosa. Em um trabalho realizado por Schalch et al. (2001) resultados obtidos com o
escore fecal foram semelhantes.

Resultandos semelhantes onde a inclusdo de melaco no concentrado incial nédo teve
efeito de escore fecal foram encontrados nos trabalhos realizados por Lesmeister; Heinrichs
(2005) onde a diferenca significativa foi de (P<0,11). Em contrapartida, Hill et al. (2008) em
um estudo com dois tratamentos (5% de inclusdo de melacdo e outro com 10% de melaco +
1,5% de glicose), observaram aumento significativo no escore fecal de bezerros recebendo

concentrado inicial com maior inclusdo de melago (P<0,01) nas 62, 72 e 8 semana de idade.
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3.3.3 Caracteristicas das fezes e avaliacao clinica

Durante os 3 dias de avalicdo da diarreia foram caracterizados varios aspectos das fezes
como coloragdo, consisténcia e componentes conforme Larson et al. (1977). Também foram
aferidas a temperatura retal, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e sistema de escore
clinico, no periodo da manha as 7:00 horas, no periodo do meio-dia e no final da tarde as
19:00 horas. Para avaliar os sinais clinicos, foi realizado um sistema de escore (0-12), baseado
na Tabela 3.3, para quantificar a severidade dos sinais clinicos, onde 0 = animal apresentando
sinais clinicos normais e 12 = animais gravemente debilitados. Também foi calculado o ITU,
ja que os indices de conforto térmico interferem nos parametros fisiologicos.

De acordo com Millemann (2009) um diagndstico clinico para descobrir a etiologia de
surtos de diarreia, pode néo ser efetivo no caso de um unico animal, porém para um rebanho
pode ser de grande importancia, pois pode determinar quais melhores medidas a serem
tomadas. Um bom diagndstico clinico constitui da avaliacdo da idade dos animais afetados,
sinais clinicos, sinais fisiologicos, caracteristica das fezes, época do ano e historico do
rebanho.

De acordo com as caracteristicas das fezes diarreicas dos animais do experimento com
inclusdo de polpa citrica, foi observado que 58% das fezes apresentaram coloracdo amarela e
33% coloracdo cinza; 72% com consisténcia aquosa (escore 3) e 28% com consisténcia fluida
(escore 4); 56% obtiveram o odor ligeiramente ofensivo e 37% com o odor altamente
ofensivo.

De acordo com as caracteristicas das fezes diarreicas dos animais do experimento com
inclusdo de melaco e xarope de glicose, foi observada que 69% das fezes apresentaram
coloracdo amarela, 11% coloracdo cinza e 8% coloracéo preta; 71% com consisténcia aquosa
(escore 3) e 29% com consisténcia fluida (escore 4); e 32% obtiveram o odor ligeiramente
ofensivo e 62% com o odor altamente ofensivo.

Em ambos experimentos, as caracteristicas fecais sugerem que 0s agentes patologicos
de maior prevaléncia foram Escherichia Coli e Coronavirus, segundo Millemann (2009) e
Mebus (1972) diarreias com fezes de coloracdo amarela e com muco € mais comum em
infeccdes por esses patdgenos. Smith (2001) relata que além desses dois agentes patologicos,
outros agentes também provocam diarreias de coloragdo amarela como, por exemplo,
Rotavirus, Cryptosporidium e Coccidiose (Eimeria bovis e E. zurernii). Fezes de coloracéo

cinza, preta ou escura sdo comuns em infeccdes de Salmonella (SMITH, 2001).
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Em relacdo aos resultados correspondentes ao experimento com inclusdo de polpa
citrica no concentrado inicial, o escore relacionado aos sinais clinicos (0-12) e todos os
parametros fisiologicos avaliados (temperatura retal, frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratoria) ndo diferenciaram entre os tratamentos (P>0,05) e também néo houve diferenca
(P>0,05) em relacdo aos 3 dias que os animais foram submetidos as avaliagcdes (Tabela 3.4).
Entretanto, houve diferenca em relacdo ao escore clinico (P=0,0003) e todos os parametro
fisiolégicos avaliados (P<,0001) entre os trés horarios (7:00h, 12:00h e 19:00h) no qual os

animais foram submetidos as avaliacGes.

Tabela 3.4 - Valores medios dos 3 dias de avaliacdo de escore de quantificacdo de sinais
clinicos e pardmetros fisiolégicos de bezerros com diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

@
Tratamentos EPM® P<
0%PC 50%PC 100%PC T D H  TxDxH

3,94 3,19 3,95 0,73 067 048 0,0003 0,99

Escore Clinico
(0-12)

Temp. retal
(°C)

Freq. Respiratoria
(rpm)
(Fbrsr%card'aca 883 806 799 299 019 021 <0001 0,65

@ EPM: erro padrdo da média
@ T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; H=efeito de horas avaliadas; TxDxH = interacéo entre
efeitos de tratamento, dias e horas

39,3 39,5 39,1 019 038 062 <0001 0,67

50,3 41,4 41,6 6,05 059 094 <0001 0,19

- 80,000
- 78,000
- 76,000
- 74,000
- 72,000
- 70,000
- 68,000
- 66,000
- 64,000
- 62.000

Escore Clinico (0-12)
ITU

7:00 hs 12: 00 hs 19:00 hs

Horario de avaliacio

0%PC mmmm 50%PC mmm 100%PC —¥—ITU0%PC - ®&-ITUS50%PC --#--1TU100%PC

Figura 3.10 - Escore clinico médio de bezerros apresentando diarreia recebendo concentrado
com diferentes niveis de polpa citrica
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Conforme é possivel observar na Figura 3.10, o escore clinico apresentou uma piora
durante os periodos onde o indice de temperatura e umidade foram maiores, e ndo houve
influéncia relacionada ao aumento da inclusdo de polpa citrica no concentrado inicial
fornecido aos animais. Com isso pode-se compreender que 0 estresse térmico provocado por
inadequadas situagdes climaticas teve maior influéncia no estado clinico dos animais doentes
do que a dieta contendo polpa citrica. Os dados relativos aos pardmetros fisiolégicos (Figura
3.11) reforcam esse fato.

40,5 - - 80,000
78,000
76,000
74,000
72,000
70,000
68.000
66,000
- 64,000
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7:00 hs 12: 00 hs 19:00 hs
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ITU

7:00 hs 12: 00 hs 19:00 hs
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74,000
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64,000
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7:00 hs 12: 00 hs 19:00 hs
Horario de avaliacao
o 0%PC e 50%PC  wmmm 100%PC  =—3—I1TU0%PC - a-ITU50%PC --#--1TU 100%PC

Figura 3.11 - Parametros fisiologicos de bezerros apresentando diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de polpa citrica
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Em relacédo aos resultados correspondentes ao experimento com inclusdo de melago e
xarope de glicose no concentrado inicial, o escore relacionado aos sinais clinicos (0-12) e
todos os parametros fisioldgicos avaliados (temperatura retal, frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratoria) ndo apresentou diferenca entre os tratamentos e os dias avaliados (P>0,05)
(Tabela 3.5). Entretanto, houve diferengca (P<,0001) em relacdo ao escore clinico (Figura
3.12) e todos os parametro fisioldgicos avaliados (Figura 3.13) entre os trés horarios (7:00h,

12:00h e 19:00h) em que os animais foram submetidos as avaliacGes.

Tabela 3.5 - Valores médios dos 3 dias de avaliacdo do escore de quantificacdo de sinais
clinicos e pardmetros fisioldgicos de bezerros com diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de melaco e xarope de glicose

2
Tratamentos EPM® P<
0%ME 5%ME 109%ME 5%XA T D H TxDxH

Escore Clinico
(0-12)
(Toecr;‘p- retal 391 394 395 391 015 008 084 <0001 0,11
F. Respiratdria
(rpm)
(Fbrsr‘i]-)card'aca 1042 1069 1112 982 411 015 046 <0001 0,78
W EPM: erro padrdo da média

@ T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; H=efeito de horas avaliadas; TxDxH = interagdo entre
efeitos de tratamento, dias e horas

2,69 3,28 351 2,79 080 085 0,79 <0001 0,89

36,2 419 46,3 340 3,74 0,09 0,18 <0001 0,60

6 - - 82,000
5 t 77.000
F 72,000

L 67,000

ITu

r 62,000

Escore Clinico ((-12)
L

- 57,000

0 : . : — - 52,000
7:00 hs 12: 00 hs 19:00 s

Horario de Avaliacio

10¥aME e 5%ME | 030ME 5900
— o JTU O%ME —eo—[TU 5%:ME —a— [T 1(ReME =eemee TN 530HA

Figura 3.12 - Escore clinico médio de bezerros apresentando diarreia recebendo concentrado
com diferentes niveis de melaco e xarope de glicose
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Conforme é possivel observar na Figura 3.12, o escore clinico apresentou uma piora
durante os periodos onde o indice de temperatura e umidade foram maiores, e ndo houve
influéncia relacionada ao aumento da inclusédo de melaco ou xarope de glicose no concentrado
inicial fornecido aos animais. Segundo Nakagawa; Suzuki; Taguchi (2007) escore acima de
6,5 indica um quadro clinico ruim ao animal, a média obtida em todos os tratamentos foi
menor que 6,5, além disso, as médias dos valores do ITU ndo foram prejudiciais aos animais,

ou seja, ndo provocando estresse térmico.
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Figura 3.13 - Parametros fisiologicos de bezerros apresentando diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de melaco e xarope de glicose
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De acordo com a Figura 3.13 é possivel observar que a média da temperatura retal dos
animais teve valores normais apenas no periodo do inicio da manh& (7:00 hs), nos outros
horéarios avaliados a temperatura retal apresentou-se acima do normal.

A temperatura retal de bezerros da raca Holandés € considerada dentro da faixa normal
quando esta em valores entre 38,0 — 39,5°C, a frequéncia respiratéria por minuto (rpm) é
considerada normal entre os valores de 15 a 40 rpm e a frequéncia cardiaca por minuto (bpm)
é considerada normal entre os valores de 60 a 120 bpm (SOUZA et al., 2004; FERREIRA et
al., 2006; EL-SHEIKH et al., 2012).

Todos os sinais clinicos escolhidos para a pontuacdo do escore foram atribuidos para
avaliar reflexos neuroldgicos (reflexo de mamada, capacidade de ficar de pé, reflexo de
ameaca, resposta tatil) e avaliar a funcdo cardiovascular (calor das extremidades e calor da
boca). Esses parametros sdo considerados importantes para avaliar o estado clinico de um
bezerro que apresenta diarreia, seguida de desidratacdo e acidose metabdlica (KASARI;
NAYLOR, 1986; LORENZ, 2003; BAQUERO-PARRADO, 2008).

Lorenz (2003) realizou um estudo com 80 bezerros apresentando diarreia e acidose
metabolica e concluiu que os parametros utilizados para avaliar o escore clinico podem ser
considerados como ferramentas importantes para avaliar a severidade das consequéncias
clinicas e metabdlicas que a diarreia pode provocar em bezerros. Segundo Nakagawa, Suzuki
e Taguchi (2007) a quantificacdo de escore clinico de 0 a 12 é uma ferramenta importante que
pode ser levada em consideracdo para diagnosticar bezerros com acidose metabdlica, e
conclui-se que escore acima de 6,5 indica acidose metabolica severa.

Freitas (2009) realizou um trabalno com 33 bezerras apresentando diarreia, e
quantificou em escore clinico os sintomas apresentados pelos animais conforme Kasari;
Naylor (1986), e obteve resultados semelhantes aos resultados observados nas Figuras 3.10 e
3.12.

Os principais achados clinicos apresentados pelos bezerros acometidos com diarreia
em todos os tratamentos de ambos o0s experimentos foram reducdo do apetite, apatia,
diminuicdo do reflexo de mamada, e através de exame clinico visual quadros de desidratacéo
de leve a moderada.

De acordo com as Figuras 3.11 e 3.13 é possivel observar que a media da temperatura
retal dos animais teve valores normais apenas no periodo do inicio da manha (7:00 hs), nos
outros horérios avaliados a temperatura retal apresentou-se acima do normal. De acordo com
Simon (1993) a regulacéo da temperatura corporal depende do balango entre producdo de

calor (processos metabdlicos) e perda de calor (por trocas com o ambiente), sendo normal a
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variacdo ritmica diéria de temperatura corporal que oscila fisiologicamente durante o inicio da
manha e fim do dia. Dentre os varios fatores responsaveis pelas alteracGes de temperatura do
organismo (hipertermia), as principais sdo infeccdo, seqiiela de dano tecidual, inflamacéo,
medicamentos, excesso de atividade musculoesquelética e exposicdo a grandes temperaturas
ambientais.

Bezerros apresentando diarreia de etiologia infecciosa apresentam temperatura
corporal acima do normal (>39,5°C), sendo que cada microorganismo patoldgico possui
particularidades no modo de infec¢cdo que provoca hipertermias leves ou mais severas, como a
Salmonella que provoca febre acima de 41°C (MILLEMANN, 2009).

Além de infeccdes, ambientes com temperaturas acima do considerado ideal também
podem resultar em hipertermia em bezerros. Souza et al. (2004) observaram que o tipo de
bezerreiro e o horario influenciaram significativamente a frequéncia respiratoria e a
temperatura retal dos bezerros. Ferreira et al. (2006) realizaram um trabalho comparando
pardmetros fisioldgicos de bezerros durante o periodo da manha e periodo da tarde, mostrando
uma grande variacdo da temperatura corporal e frequéncia respiratéria. Durante o periodo da
manhd a média da temperatura retal dos animais foi normal (38,02+0,05°C), e durante o
periodo da tarde foi alta (40,86+0,05°C), com isso pode-se concluir em relacdo a temperatura
retal que fatores climaticos juntamente com os abrigos individuais de cobertura de zinco
foram os maiores responsaveis pela hipertermia observada, podendo excluir infecgdes como
causa da hipetermia ou febre.

O sistema respiratério possui varias funcGes, dentre as mais importantes estdo a
oxigenacdo do organismo, a eliminacdo de gas carbdnico (CO2), equilibrio acidobasico e
termorregulacdo. Devido a essas funcBes, quando o bezerro estd com quadro de diarreia e
acidose metabdlica, onde ocorre a diminuicdo de pH sanguineo e, através de estimulos
nervosos, a frequéncia respiratéria aumenta, com a finalidade compensatoria, eliminando o
excesso de didxido de carbono (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2011; EL-SHEIKH et al.,
2012). Além disso, o sistema respiratorio € um dos principais sistemas de termorregulacdo
utilizado pelos mamiferos, através de perda de calor por resfriamento evaporativo, por isso
guando ocorre um estresse devido a altas temperaturas, a frequéncia respiratoria aumenta
(ETCHICHURY, 2008).

Além da respiragdo, o sistema cardiovascular também é um meio termorregulador
utilizado pelo organismo. Segundo Etchichury (2008), quando o animal é exposto a estresse
caldrico, o sistema cardiovascular passa por uma série de adaptacfes, pois nessas situagdes a

demanda de sangue dos Orgdos vitais aumenta e o desvio de sangue para pele também ¢é
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necessaria para dissipar o calor. Além do estresse calorico, o sistema cardiovascular se adapta
em casos de desidratacdo, decorrente de intensa sudagdo para termorregulacdo ou entdo
devido a uma patologia como diarreia. A desidratacdo promove reducdo do volume sanguineo
que diminui a eficiéncia do volume sistdlico. Nestes casos, para manter a perfusdo adequada
dos tecidos, a frequéncia cardiaca é aumentada (GEOR et al., 1995).

Devido a todos esses fatores e fungdes do sistema respiratdrio e sistema cardiovascular
citados acima, é possivel entender as diferencas da frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratoria (Figuras 3.11 e 3.13) durante os horéarios avaliados, dos bezerros diarreicos e
submetidos a estresse caldrico.

Aos dados avaliados referentes ao ITU, o experimento relativo a adicdo de polpa
citrica no concentrado foi realizado em periodo mais quente com ITU acima dos valores
considerados bons (72), ja o experimento relativo a adicdo de melago e xarope de glicose no
concentrado os valores de ITU durante o periodo experimental ndo ultrapassaram os valores
médios de ITU de 72. Entretanto, a alta temperatura retal dos animais (<39,5°C) foi
constatada em ambos experimentos apenas nos periodos mais quentes, sugerindo que a
hipertermia seja devido a fatores climaticos. A frequéncia cardiaca e a frequéncia respiratoria
tambem tiveram aumento de acordo com o aumento do ITU, sugerindo que fatores climaticos
tiveram influéncia nos pardmetros fisiologicos analisados.

Apesar das variancias das avaliacfes tanto fisiolégicas como clinicas apresentadas, a
inclusdo de polpa citrica, de melaco ou de xarope de glicose no concentrado inicial fornecido

aos bezerros ndo teve influéncia sobre essas avaliacdes (Tabela 3.4 e 3.5).

3.3.4 Leucograma

Em relacdo ao experimento com inclusdo de polpa citrica, houve diferenca (P<0,05)
entre os tratamentos, tanto para a contagem total de leucdécitos (Figura 3.14), quanto para a

contagem diferencial de leucdcitos (Figura 3.15) dos animais apresentando diarreia.
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Figura 3.14 - Contagem total de leucocitos (n°pL) obtido no leucograma de bezerros com
diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

Entretanto essa diferenca ndo corresponde ao aumento gradual de inclusdo de polpa
citrica no concentrado, e sim provavelmente devido a outros fatores, como capacidade e
comportamento imunoldgico de cada individuo estudado e também devido aos agentes
patoldgicos responsaveis pela afec¢do do trato gastrointestinal que provocou as incidéncias de
diarreias nos animais. Segundo Philpott e Girardin (2010) a relacdo entre a microflora
intestinal com o sistema imunoldgico e os 6rgaos envolvidos como o timo, a medula 6ssea e 0
bago é muito complexa, envolvendo varios fatores ainda ndo esclarecidos que precisam ainda
ser estudados.

Porém, segundo Machado et al. (2004) sabe-se desde os anos 50 que, diferentes tipos
de microorganismos sdo combatidos ou neutralizados por células do sistema imunoldgico,
impedindo sua ligacdo com o tecido do hospedeiro. Células como neutrofilos, linfécitos,
macrofagos e eosinofilos exercerm a funcdo microbicida, sendo elas importantissimas para a
defesa do hospedeiro.

Segundo Zhang et al. (1997) quando o animal sadio é exposto a uma infec¢do ocorre
mobilizacdo do sistema imunologico, e células de defesa (leucdcitos) sdo produzidas com a
finalidade de combater o microorganismo. Por isso a leucocitose pode ser forte indicativo de
infecdo no organismo. Por exemplo, quando o organismo é exposto a infecgdo bacteriana,
ocorre neutrofilia devido a uma resposta quimiotaxica (LOPES; BIONDO; SANTQOS, 2007).

Em um trabalho realizado por Burciaga-Robles et al. (2010), bezerros expostos ao
virus da Diarreia Bovina Viral (BVDV1b) apresentaram aumento de linfécitos, enquanto os
animais expostos a bactéria Mannheimia haemolytica apresentaram aumento de neutroéfilos

totais.
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Para poder fazer uma analise de um leucograma e diagnosticar anomalias indicando,
por exemplo, infeccBes, & preciso obter valores de referéncia englobando animais com
caracteristicas mais semelhantes possiveis como faixa etaria, raca e ambiente. Os resultados
da contagem total de leucocitos/ul (Figura 3.14) estdo, na maioria, acima dos valores de
referéncia obtidos nos trabalhos realizados por Birgel Jr. et al. (2001), Wilson, Egan e Drake
(1994), Espinoza et al. (2000), onde o limite considerado normal é de 10500 leucdcitos/pL.
Com isso, a conclusdo € que as incidéncias de diarreia nos animais dos tratamentos do
experimento foram de etiologia infecciosa, ou seja, causada por algum microrganismo
patogénico que estimulou o sistema imunolégico dos animais.

A contagem de neutrdfilos/uL (Figura 3.15) foi alta em comparacdo aos valores de
referéncia obtidos por Soliman e Zaki (1966), Birgel Jr. et al. (2001) e Espinoza et al. (2000).
A neutrofilia observada na Figura 3.17, indica que as diarreias provavelmente foram de
origem bacteriana. Também é possivel observar neutrofilia & esquerda nos tratamentos 0% e
100% de inclusdo de polpa citrica no concentrado, j& o tratamento 50% de inclusdo de polpa
citrica a contagem de neutrofilos bastonetes esta dentro dos valores normais, com isso pode-se
dizer que, o aumento gradativo associado a composi¢do do concentrado destes tratamentos
ndo interferem na taxa de infeccdo de microorganismo, nem na resposta leucocitaria. O
aumento do nuamero de neutréfilos bastonetes (neutréfilos jovens) langados na corrente
sanguinea possui a finalidade de combater infeccOes bacterianas quando estas sdo mais
severas ou agudas (FRASER, TILYARD; 2008).
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Figura 3.15 - Contagem diferencial de leucocitos (n°/uL) e (%) relativos a contagem total de
leucocitos de bezerros com diarreia recebendo concentrado com diferentes
niveis de polpa citrica
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Em relacdo ao experimento com inclusdo de melaco e xarope de glicose no
concentrado incicial, houve diferenga na contagem total de leucdcitos (P<0,05) no tramento
10% de inclusdo de melaco em relacdo aos outros tratamentos (Figura 3.16). A média da
contagem de leucocitos estdo na maioria acima dos valores de referéncia obtidos nos trabalhos
realizados por Birgel Jr. et al. (2001), Wilson, Egan e Drake (1994), Espinoza et al. (2000),
onde o limite considerado normal é de 10500 leucdcitos/pL, com excecdo do tratamento com
10% de inclusdo de melaco apresentou valores normais. Com isso, seguindo o pensamento de
Zhang et al. (1997) e Machado et al. (2004) as incidéncias de diarreia nos animais dos
tratamentos 0%ME, 5%ME e 5%XA podem ser diagnosticadas como diarreia infecciosa,
entretanto, os valores normais de contagem total de leucdcitos no tratamento 10%ME,

sugerem que as incidéncias de diarreia nos animais pode ter sido de etiologia ndo infecciosa.
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Figura 3.16 - Contagem total de leucdcitos (n°/uL) obtido no leucograma de bezerros com
diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de melaco e xarope de
glicose

E importante para um diagndstico correto e mais seguro, sempre associar 0S
resultados obtidos na contagem total de leucdcitos com a contagem diferencial de leucocitos
(FRASER; TILYARD, 2008). De acordo com os resultados observados na Figura 3.17, todos
os tratamentos apresentaram o valor relativo de neutréfilos segmentados (%) semelhantes,
com valores acima da média aos valores de referéncia obtidos por Soliman e Zaki (1966),
Birgel Jr. et al. (2001), Espinoza et al. (2000) e também nos valores observados na Figura
4.14, onde a média relativa da contagem diferencial de leucdcitos foi de 57% para linfocitos,

35% para neutrofilos segmentados, 4% para neutréfilos bastonetes e 3% para mondcitos. A
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neutrofilia observada indica que o organismo dos animais no periodo em que estavam
apresentando diarreia estava combatendo algum tipo de microorganismo, provavelmente
bactérias, ja que os neutrdfilos sdo células de defesas mais especializadas em combater esse
tipo de agente patoldgico. Também & possivel observar neutrofilia a esquerda nos tratamentos
5% ME, 10%ME e 5%XA, significando que, o aumento do numero de neutréfilos bastonetes
(neutrofilos jovens) langados na corrente sanguinea possui a finalidade de combater infecgdes
bacteriadas, geralmente quando severas ou agudas (FRASER, TILYARD; 2008).

Para explicacdo dos valores normais de leucdcitos totais no tratamento 10%ME,
poréem para valores acima da média de neutrofilos segmentados e neutrofilos bastonetes,
representando neutrofilia a esquerda, Kahn e Line (2011) alegam que em ruminantes, quando
ha infeccdo intestinal, leucocitos tendem a se transferir rapidamente para o tecido onde esta
ocorrendo a infeccdo, e por isso, pode haver uma contagem de leucdcitos totais circulantes em

valores normais, porém havendo uma infeccéo.
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Figura 3.17 - Contagem diferencial de leucdcitos (n°/uL) e (%) relativos a contagem total de
leucdcitos de bezerros com diarreia recebendo concentrado com diferentes
niveis de melago e xarope de glicose

3.3.5 Eritrograma

Aos dados do eritrograma referentes ao experimento relativo a incluséo de polpa
citrica no concentrado inicial fornecido aos bezerros, os valores medios de hematocrito,
eritrécitos totais, volume globular médio (VGM) e concentragdo de hemoglobina globular
média (CHGM) ndo apresentaram diferencas estatisticas (P<0,05) entre os tratamentos

(Tabela 3.6). Também nédo houve efeito do dia de avaliacdo apos o diagnostico.
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A polpa citrica é uma fonte rica em acucares, pectina e fibras altamente digestiveis,
que pode ter efeito laxante (MOSCARDINI, 2008). Entretanto o uso deste ingrediente em
racOes para bezerros € questionavel uma vez que o trato gastrointestinal posterior destes
animais ndo é totalmente capaz de digerir e absorver certas classes de alimentos, pelo fato da
auséncia ou pequena quantidade de enzimas responsaveis por digerir carboidratos que nao
seja a lactose (TOULLEC; GUILLOTEAU, 1989; SCHALCH et al., 2001).

O quadro clinico de bezerros com enfermidades pode piorar com manejos
nutricionais inadequados. Em relacdo a diarreia, segundo Ravary-Plumioén (2009), uma das
principais e mais graves consequéncias é a desidratacdo, ou seja, a perda de liquido corporal e
que pode levar o animal a 6bito.

Tabela 3.6 - Média do periodo total dos valores de hemograma: hematdcrito, contagens totais
de eritrocitos, volume globular médio e concentracdo de hemoglobina globular
médica obtido no hemograma de bezerros com diarreia recebendo concentrado
com diferentes niveis de polpa citrica

Tratamento MO pP<@
0%PC 50%PC 100%PC T D TxD
Hematocrito (%) 23,8 24,2 23,7 2,97 09 0,70 0,82
Eritrocitos totais (x106/uL) 7,25 6,02 7,53 082 037 021 0,08
VGM (fL) 32,5 40,3 31,9 2,42 0,06 049 0,92
CHGM (g/dL) 36,16 34,58 3534 19 087 086 0,88

M EPM: erro padrio da média
@ T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; TxD = interagéo entre efeitos de tratamento e dias

Quando o valor de hematdcrito for alto (%) pode ser indicio de desidratacdo ou
respectivamente o volume de plasma diminuido. Na Figura 3.18, € possivel observar que os
valores de hematocrito estdo de acordo com a média obtida em trabalhos realizados por Paré
et al. (1993); Marcal et al. (1995); Jezek et al. (2011); Ramin et al. (2012), ndo ultrapassando

valores médios de 30% que indica desidratacao.
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Figura 3.18 - Hematocrito (%) obtido no hemograma de bezerros com diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

Apesar do hematocrito ser um bom indicador de desidratagdo, sdo necessarios outros
parametros do hemograma, como valores de eritrocitos totais, VGM e CHGM, para obter
diagnostico correto. Segundo Fraser e Tilyard (2008) altos valores de hematocrito podem
representar além de desidratacdo, quadros de policitemia primaria ou secundaria devido a
varios fatores, como por exemplo, baixos teores de oxigénio no sangue.

O Volume Globular médio (VGM) e o valor de concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM) sdo andlises importantes para se obter diagndsticos mais precisos
junto com o hematdcrito (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007; RAMIN et al., 2012). Os
valores obtidos neste trabalho (Tabela 3.6) os valores estdo normais de acordo com trabalhos
realizados por Paré et al. (1993); Costa et al. (2005); Jezek et al. (2011); Ramin et al. (2012),
indicando auséncia de anemia nos animais, ou outra anormalidade em relacdo ao volume do
plasma com o volume de hemacias.

Aos dados do eritrograma referentes ao experimento relativo a inclusdo de melago e
xarope de glicose no concentrado inicial fornecido aos bezerros, os valores médios de
hematdcrito, eritrocitos totais, volume globular médio (VGM) e concentragdo de hemoglobina
globular média (CHGM) néo apresentaram diferencas (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela

3.7). Também n&o houve efeito entre os dias analisados.
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Tabela 3.7 - Média do periodo total dos valores de hemograma: hematdcrito, contagens totais
de eritrocitos, volume globular médio e concentracdo de hemoglobina globular
médica obtido no hemograma de bezerros com diarreia recebendo concentrado
com diferentes niveis de melaco e xarope de glicose

Tratamento M p<@
0%ME 5%ME 10%ME 10%XA T D TxD
Hematdcrito (%) 23,08 26/4° 289° 251° 166 0,04 0,16 0,03
Eritrécitos totais (x10%/pL) 6,23 7,12 722 691 052 0,54 0,78 0,42
VGM (fL) 3748 4117 3729 3581 164 0,18 0,08 0,70
CHGM (g/dL) 3454 3479 3502 3382 141 0,93 064 0,35

MW EPM: erro padrdo da média
@ T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; TxD = interago entre efeitos de tratamento e dias

O hematdcrito é um importante exame realizado para diagnosticar desidratacdo, em
casos de diarreia em bezerros, isso é importante, pois a desidratacdo € uma das consequéncias
da diarreia mais grave que pode até provocar 6bito dos animais (RAVARY-PLUMIOEN,
2009).
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Figura 3.19 - Hematdcrito (%) obtido no hemograma de bezerros com diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de melaco e xarope de glicose

Na Figura 3.19 os valores médios de hematdcrito se encontram dentro dos valores de
referéncia obtidos por Par¢ et al. (1993); Marcal et al. (1995); Jezek et al. (2011); Ramin et al.
(2012), indicando que os animais ndo sofreram desidratacdo durante os trés primeiros dias de
diarreia, apesar de, o tratamento com inclusdo de 10% de melago ter chegado a valores

médios proximos do limite considerado normalL (29,55%). E interessante observar que a
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média dos valores de hematdcrito foram crescentes e com diferenca significativa (P<0,03)
com o aumento da incluséo de melago no concentrado inicial fornecido aos bezerros (Figura
3.19).

Para obter diagndsticos mais precisos junto com o hematdcrito e descartar outra
anormalia referente & quantidade ou volume de hemacias é essencial calcular os valores de
VGM e CHGM (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007; RAMIN et al., 2012). De acordo com
os valores obtidos neste trabalho (Tabela 3.7) os valores estdo normais de acordo com
trabalhos realizados por Costa et al. (2005); Jezek et al. (2011); Paré et al. (1993); Ramin et

al. (2012) indicando auséncia de problemas como anemia, policitemia ou desidratacao.

3.3.6 Andlises gasométricas e eletroliticas

Além da desidratacdo, a ocorréncia de diarreias em bezerros pode provocar acidose
metabolica, que pode estar ou ndo relacionada ao quadro de desidratacdo, devido a
consequente diminuicdo da perfusdo renal (KASARI; NAYLOR, 1986). O sistema de
mecanismos homeostaticos que controlam o equilibrio acidobasico é fundamental para a
sobrevivéncia do animal. Em caso de distdrbios relacionados a esses mecanismos, pode
ocorrer disfuncdo dos 6rgaos, podendo causar a morte do animal (RODES; CUSACK, 2000).

Para avaliar e diagnosticar esses disturbios, é essencial a realizacdo de alguns exames
como analise gasométrica, pH sanguineo, dosagem de eletrolitos e outras substancias
interligadas ao equilibrio acidobasico do organismo (FALL, 2000).

Em relacdo ao experimento com inclusdo de polpa citrica no concentrado inicial, os
valores médios dos 3 dias de avaliacdo de todos os parametros gasométricos e eletroliticos
avaliados nédo apresentaram diferencas (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3.8). No entanto,
o dia de avaliagéo teve influéncia nos valores de pH (P<0,04), HCO3s (P<0,05) e de potassio
(P<0,05).
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Tabela 3.8 — Média do periodo total das analises gasométricas e de avaliacao de eletrélitos de
bezerros com diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de polpa

citrica
Tratamento EPM® P<@

0%PC  50%PC  100%PC T D TxD
pH 7,37 7,35 7,37 0,03 0,73 0,04 0,83
HCO3 (mmol/L) 28,53 26,69 26,28 2,13 0,69 0,05 0,33
PCO2 (mmHg) 54,13 51,99 50,81 1,68 0,48 0,81 0,69
K (mEqg/L) 4,66 4,62 4,57 0,10 0,83 0,05 0,24
Na (mEqg/L) 133,9 134,3 1340 1,85 099 0,08 091
Cl (mmol/L) 95,6 97,0 96,7 2,81 09 061 041
AnGap (mmol/L) 11,7 13,2 11,6 0,89 037 019 0,29
BEect (mmol/L) 6,2 3,0 4,9 2,53 069 0,08 0,33
Hb (g/dL) 8,72 8,32 8,45 1,73 0,99 0,71 0,45

MW EPM: erro padrdo da média
@ T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; TxD = interago entre efeitos de tratamento e dias

Para avaliar a gasometria, é importante em primeiro lugar verificar a validade dos
dados obtidos no exame. Para isso € utilizada a equacdo de Henderson-Hasselbach (1), que
utiliza dados de PCOz e de HCOg3", para comparar com o dado obtido do pH.

@ pH=5,10 + log ((HCO3]/ [PCO2 x 0,003060])

Os dados resultantes da equacdo de Henderson-Hasselbach dos tratamentos 0%PC,
50%PC e 100%PC, foram de pH = 7,38, 7,35 e 7,39, respectivamente, apresentando valores
de pH iguais ou bem proximos aos obtidos (Tabela 3.8) pela metodologia utilizada neste
experimento.

Através das analises obtidas na Tabela 3.8, é possivel verificar se ha algum disturbio
acidobasico primario e diferencial. Para isso € importante estabelecer valores normais de
referéncia para categoria da espécie estudada. Para analise deste trabalho foram estabelecidas
faixas de valores normais para o pH (7,31-7,49), PCO2 (46-56 mmHg), HCO3™ (22-30 mEqg/L)
e BEer (-3 @ 7 mmol/L) conforme sugestdo da literatura (ADAMS et al., 1991; COLLIE,
1991; NAPPERT; NAYLOR, 2001; LISBOA et al., 2002; NAGY et al., 2003; LEAL et al.,
2008; FREITAS, 2009; BELLINO et al., 2012). Na Tabela 2.4 € possivel analisar de maneira

simples quando esses valores estdo fora dos valores de reférencia e entdo, classificar o
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desiquilibrio acidobéasico de forma primaria, ou seja, se é acidose ou alcalose metabdlica ou
acidose ou alcalose respiratoria.

Os valores médios de pH sanguineo de todos os tratamentos estiveram dentro dos
valores estabelecidos como normais, indicando que os animais ndo apresentaram acidose
metabdlica nos 3 primeiros dias de diarreia. Na Figura 3.20, é possivel observar que 0s
valores médios ficaram entre 7,32 e 7,41. No entanto, é possivel que os 3 primeiros dias de
diarreia ndo tenham sido suficientes para provocar queda no pH sanguineo, causando acidose
metabolica nos animais; entretanto, houve queda progressiva e significativa (P<0,04) nos
valores de pH conforme os dias avaliados. Essa reducdo do pH ocorre devido as perdas
excessivas e progressivas de agua e de eletrolitos (Na*, CI', K" e HCO3) pelas fezes durante a
diarreia, além também do aumento nas concentracdes de ions de H* e producéo e acimulo de
acido latico no sangue (ARGENZIO, 1985).

Em um estudo realizado por Freitas (2009), 92 bezerras foram analisadas e dividas em
animais apresentando diarreia e animais sadios. O pH sanguineo até o quarto dia apresentou
valores normais (acima de 7,31), porém no 7° dia avaliado 67% dos animais apresentaram
valores de pH abaixo de 7,31, indicando acidose, € no 10° dia avaliado 100% dos animais
apresentaram pH com valores abaixo dos valores de reférencia. No 21° dia avaliado, 0s
valores de pH mostram que 0s animais comecaram a se recuperar da acidose, abaixando para
84% de animais aciddticos. Resultados semelhantes foram obtidos por Naylor (1989) que
avaliou acidose metabdlica em 123 bezerros diarreicos, e concluiu que a acidose metabdlica
ou a diminuicdo do pH sanguineo tende a se agravar conforme os dias que o animal apresenta

diarreia.
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Figura 3.20 - Valores de pH, PCO, (mmHg) e HCO3s (mmol/L) de bezerros com diarreia
recebendo concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

Os valores de HCO3 (mmol/L) e de PCO2 (mmHg) de todos os tratamentos estdo
dentro dos valores de referéncia, reforcando a auséncia de acidose nos animais durante o
periodo inicial de diarreia avaliado. Os valores de HCOz assim como o de pH, teve diferenca
entre os dias avaliados (P<0,05), com progressiva diminui¢cdo da concentracdo plasmatica.
Estes dados sdo corroborados pelos resultados de Naylor (1989) e Freitas (2009), que alegam

que bezerros diarreicos perdem bicarbonato pelas fezes, fato que ajuda a queda do pH
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sanguineo levando o animal a acidose. Mesmo ndo havendo diferenga significativa entre
valores de HCOs3', é possivel observar na Figura 3.20 que a perda diéria de bicarbonato foi
maior nos tratamentos onde a inclusdo de polpa citrica foi aumentada.

Apesar dos valores de pH e HCO3™ apresentarem queda conforme os dias nos animais
avaliados durante o periodo de diarreia, ndo foram constatados valores anormais abaixo dos
valores de referéncia que indicam distarbios como acidose metabdlica nos animais.

Em todos os casos de distarbio acidobasico, € importante analisar o Anion Gap
(AnGap), que significa a diferenca entre os cations e anios presentes no plasma, pois pode
apresentar uma desordem mesmo quando o pH esta dentro de valores normais. Um aumento
do Anion Gap significa que anions plasmaticos ndo mensurados estéo elevados, como lactato
(acidose lactica), acetoacetato (cetoacidose), sulfato, fosfato e urato (diminuicdo da perfusdo
renal) (ROCCO, 2003).
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Figura 3.21 - Valores de Anion Gap (mmol/L) de bezerros com diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

Os valores normais de referéncia de Anion Gap para bezerros da raca Holandés com
até 1 més de idade é entre 8,5-13,5 mmol/L (KANETO et al., 2004), e esta interligado com 0s
valores de sddio, cloreto e bicarbonato observados na Tabela 3.8. Conforme a figura 3.21,
com excessao do terceiro dia do tratamento 50% de inclusdo de polpa citrica, com valor de
15,1 mmol/L, os valores de AnGap estdo dentro de valores considerados normais, refor¢cando
a auséncia de distarbios metabdlicos como a acidose.

O Excesso de Base no fluido extracelular (BEecf) € outro parametro para diagnosticar
disturbios acidobésicos através de medidas de alteracfes metabdlicas do liquido extracelular
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(ROCCO, 2003). Segundo trabalho realizado por Nakagawa, Suzuki e Taguchi (2007)
bezerros que apresentam valores de BEes menores que -10 mmol/L, apresentam acidose
metabolica severa. Valores entre -3 a 7 mmol/L séo considerados normais, enquanto animais
com acidose metabolica apresentaram valores de BEecs na média de -6 mmol/L (BELLINO et
al., 2012). Conforme a Figura 3.22, as analises de BEect apresentam valores médios dentro da

faixa de referéncia, significando que os animais de todos os tratamentos ndo sofreram acidose
metabolica.

BEectf (mmol/L)
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Figura 3.22 - Valores de BEect (mmol/L) de bezerros com diarreia recebendo concentrado com
diferentes niveis de polpa citrica

O potéssio (K) € um céation com a importante funcdo reguladora do balanco
acidobasico do organismo. Em bezerros com diarreia € comum encontrar quadros de
hipercalemia (alta concentragdo de potassio sérico) (MAACH; GRUNDER; BOUJIJA, 1992).
Concentragfes plasmaticas de potassio em bezerros séo consideradas normais quando se
encontram em torno de 5 mmol/L (MAACH; GRUNDER; BOUJIJA, 1992). Para Reece
(1980), séo considerados valores normais para bezerros de 1 a 15 semanas de idade entre 4,4 a
7,2 mmol/L, sendo mais comum bezerros mais novos apresentarem valores superiores. Na
Tabela 3.8, valores de potassio encontram-se dentro dos valores considerados normais.

O sodio (Na) e considerado o principal cation do fluido extracelular, e junto com o
cloro (Cl) possui a importante funcdo de manter a pressdao osmatica, importante para todo o
metabolismo de &gua do organismo e regulacdo do equilibrio acidobasico (HOUPT, 2006).
Bezerros que apresentam diarreia tendem a perder sédio pelas fezes. Em trabalho realizado

por Maach, Griinder e Boujija (1992) foram estabelecidos valores significativamente mais
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baixos de sodio em bezerros com diarreia aguda, com valores até 131,2 mmol/L em
comparacdo com aos bezerros saudaveis da mesma idade, com concentra¢des médias de 140,0
mmol/L. A concentragdo ideal de sodio durante os trés primeiros meses de vida de um bezerro
esta em torno de 132-152 mmol/L (BOUDA; JAGOS, 1984; CARLSON, 1997; RADOSTITS
et al., 2007; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Na Tabela 3.8, apesar dos valores médios
de concentacdo de sddio estarem perto do limite inferior considerado adequado, 0s mesmos
encontram-se dentro dos valores de referéncia.

O cloro (CI) é o anion mais importante do fluido extracelular, pois juntamente com o
sodio, tem um papel importantissimo na manutencdo da pressdo osmética. O cloro entra no
organismo através da absorcdo intestinal, e seu excesso é excretado pela urina, porém
bezerros com diarreia além de perderem agua, perdem significantes quantidade de eletrolitos,
como o cloro (HOUPT, 1996; MAACH et al., 1992). Em um estudo realizado por Maach et
al. (1992), a concentracdo de cloro no plasma de bezerros que apresentavam diarreia aguda foi
de até 95 mmol/L em comparagdo a bezerros saudaveis com concentracbes médias de 103
mmol/L. Valores considerados normais de cloro no plasma sanguineo para bezerros de 1
semana a 14 semanas de idade sdo em torno de 95,0 a 111 mmol/L (REECE, 1980;
RADOSTITS et al., 2007; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008; LEAL et al., 2008). Na
Tabela 3.8, a concentacdo média de cloro apresenta valores préximos do limite inferior
considerado como adequado, assim como a concentracao de sddio.

Em relacdo ao experimento com inclusdo de melaco e xarope de glicose no
concentrado inicial, os valores médios dos 3 dias de avaliacdo de todos 0s parametros
gasométricos e eletroliticos avaliados ndo apresentaram diferencas (P>0,05) entre o0s
tratamentos nem entre os dias avaliados (Tabela 3.9).
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Tabela 3.9 - Média do periodo total das analises gasométricas e de avaliacdo de eletrdlitos de
bezerros com diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de melaco e
xarope de glicose

Tratamento EPM P<@

0%ME 5%ME 10%ME 5%XA T D TxD
pH 7,31 7,35 7,31 7,36 0,01 0,26 0,40 0,90
HCO3 (mmol/L) 25,94 29,70 27,43 29,68 1,52 0,29 0,13 044
PCO2 (mmHg) 50,6 53,5 53,9 52,4 1,97 0,65 0,79 0,77
K (mEqg/L) 4,84 4,94 5,06 4,83 0,10 0,39 099 0,93
Na (mEqg/L) 135,5 137,2 134,3 135,7 098 023 0,22 0,29
Cl (mmol/L) 100,6 99,9 98,6 97,2 1,10 0,17 059 0,33
AnGap (mmol/L) 13,90 12,63 13,46 13,54 050 032 0,14 0,46
BEect (Mmol/L) -0,25 4,14 1,25 4,18 1,78 028 0,14 045
Hb (g/dL) 7,87 9,34 10,17 8,61 0,91 0,36 0,86 0,30

MW EPM: erro padrdo da média
@ T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; TxD = interago entre efeitos de tratamento e dias

Para validar alguns dados gasométricos, como pH, HCOs e PCO; é utilizada a
equacdo de Henderson-Hasselbach(1), que compara os resultados com os dados obtidos do
pH.

@ pH=5,10 + log ([HCOs]/ [PCO2 x 0,003060])

Os dados resultantes da equacdo de Henderson-Hasselbach dos tratamentos 0%ME,
5%ME, 10%ME e 5%XA foram de pH = 7,32, 7,36, 7,32 e 7,37, respectivamente,
apresentando valores de pH iguais ou bem préximos aos obtidos (Tabela 3.9) pela
metodologia utilizada neste experimento.

Para diagnosticar um distarbio acidobasico € importante estabelecer valores normais
de referéncia para categoria da espécie estudada e trabalhos realizados por varios autores
(ADAMS, 1991; COLLIE, 1991; NAPPERT; NAYLOR, 2001; LISBOA et al., 2002; NAGY,
2003; LEAL et al., 2008; FREITAS, 2009; BELLINO et al., 2012) sugerem valores de
referécia de PCOz entre 46-56 mmHg e valores de referéncia de BEect entre -3 a 7 mmol/L.

Embora ndo tenha havido diferenca estatistica entre os tratamentos, a incluséo de
5%ME e 5%XA no concentrado resultou em valores de pH considerados normais, o
tratamento com inclusédo de 10%ME valores no limite inferior (= 7,31) e o tratamento com

0%ME valores baixos (pH=7,29), de acordo com os valores de referéncia, indicando acidose
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nos animais, principalmente no segundo dia de avaliagdo. Entretanto, os valores de pH ndo

apresentaram efeito do dia de avaliacdo apds o diagnostico de diarreia.
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Figura 3.23 - Valores de pH, PCO2 (mmHg) e HCOs (mmol/L) de bezerros com diarreia

recebendo concentrado com diferentes niveis de melago e xarope de glicose

Os valores de HCO3™ (mmol/L) e de PCO2 (mmHg) de todos os tratamentos estdo

dentro dos valores de referéncia. Os valores médios de HCO3™ apresentaram um pequeno

descréscimo com os dias de avaliacdo; fato tambem constatado por Naylor (1989) e Freitas
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(2009) que afirmam que € normal animais apresentando diarreia perderem HCO3 pelas fezes.
Houve uma diferenga (P<0,05) no primeiro dia de avaliacdo entre os tratamentos 0%ME e
5%ME e no terceiro dia (P<0,04) entre os tratamentos 0%ME e 5%XA, em relacdo aos
valores de HCOs™ (Figura 3.23).

Em geral apesar das diferencas observadas na Figura 3.23, ndo houve efeito negativo
no aumento de inclusdo de melago ou de xarope de glicose no concentrado referente aos
parametros discutidos como pH sanguineo, HCO3z™ (mmol/L) e PCO2 (mmHg), que sdo dados
essenciais para diagnosticar quadros de acidose metabolica consequente de quadros de
diarreia em bezerros (WALKER et al., 1998).

Mesmo quando valores de pH, HCOs e PCO; estiverem normais, a analise de Anion
Gap (AnGap) é importante para assegurar o diagndstico, pois valores elevados de AnGap
podem indicar altas concentracdes de anions plasmaticos ndo mensurados (ROCCO, 2003).

Os valores normais de referéncia de Anion Gap para bezerros da ragca Holandés com
até 1 més de idade é entre 8,5-13,5 mmol/L (KANETO et al., 2004). Conforme a figura 3.24,
com excessdo do tratamento 5% de inclusdo de melago, foram observados valores acima do
considerado normal (>13,5 mmol/L), sendo um forte indicador de que os animais
apresentavam uma leve acidose metabdlica, apesar dos valores de Na, K e Cl estarem dentro

dos valores considerados normais (Tabela 3.9).
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Figura 3.24 - Valores de Anion Gap (mmol/L) de bezerros com diarreia recebendo
concentrado com diferentes niveis de melaco e xarope de glicose

O Excesso de Base no fluido extracelular (BEecr) € outro pard@metro para diagnosticar
distlrbios acidobasicos, valores considerados normais estdo entre -3 a 7 mmol/L, valores

médios de -6 mmol/L representa acidose metabolica moderada e valores médios de -10
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mmol/L representa acidose metabolica severa (NAKAGAWA,; SUZUKI; TAGUCHI, 2007,
BELLINO et al., 2012). Conforme a Figura 3.25, as andlises de BEec apresentam valores

médios dentro da faixa de referéncia, significando auséncia de distarbios metabdlicos.
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Figura 3.25 - Valores de BEect (mmol/L) de bezerros com diarreia recebendo concentrado com
diferentes niveis de melaco e xarope de glicose

O potéssio (K), o sédio (Na) e o cloro (Cl) sdo eletrolitos importantes com funcgéo
reguladora do balango acidobasico do organismo (HOUPT, 2006). De acordo com os valores
observados (Tabela 3.9), as concentracdes de Na, Cl e K encontram-se dentro dos valores
normais, nao apresentando diferenca (P>0,05) com o dia de avaliacdo ap06s o diagnéstico de
diarreia.

Como diagndstico geral através das analises gasomeétricas e eletroliticas, apesar de ndo
ter havido diferenca estatistica (P>0,05), os animais dos tratamentos com 0% e 10% de
inclusdo de mela¢o no concentrado apresentaram analises proximas ao limite considerados
como aceitaveis, indicando que provavelmente sofreram quadros leves de acidose metabolica
durante os trés primeiros dias de diarreia quando foram avaliados. Com isso & importante
ressaltar, que o aumento gradativo de melago no concentrado nédo interferiu de maneira

negativa em relacdo a esses fatores mencionados e avaliados.

3.3.7 Analises bioquimicas plasmaticas

As analises relativas ao experimento incluindo polpa citrica no concentrado inicial
para bezerros, ndo obteve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) nos valores médios dos
componentes bioquimicos plasmaticos analisados, com excecao de lactato total, L-lactato e D-

lactato (Tabela 3.10). Tambeém ndo foram observados efeitos do dia de avaliacdo apds o
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diagndstico de diarreia ou da interacdo da composi¢do do concentrado e do dia de avaliacdo
(P>0,05).

Tabela 3.10 - Média do periodo total dos componentes bioquimicos plasmaticos de bezerros
com diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

Tratamento —— P<@

0%PC 50%PC  100%PC T D TxD
B-HBA (mmol/L) 0,052 0051 0070 0008 023 043 0,39
Glicose (mg/dL) 8351 8724 8611 607 092 074 0,79
Proteinas Totais (g/dL) 5,51 5,56 548 089 099 015 0,83
Albumina (g/dL) 3,06 2,82 274 019 055 0,72 0,22
NUP (mg/dL) 7.9 8,7 73 153 076 040 0,84
Lactato total (mg/dL) 20,79 16,000 23,78® 1,87 003 0113 0,15
D-Lactato (mg/dL) 14,71  9,17*  1436> 0,84 0,001 0,09 0724
L-Lactato (mg/dL) 6,08 6,83 942 065 002 033 013

W EPM: erro padrdo da média
@ T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; TxD = interago entre efeitos de tratamento e dias

A concentragdo plasmatica de B-hidroxibutirato (B-HBA) é uma ferramenta importante
para avaliar o desenvolvimento ruminal de bezerros, ja que conforme o avanco da idade, o
tecido epitelial do rGmen desses animais tendem a oxidar mais acidos graxos de cadeia curta,
como o butirato (QUIGLEY; SMITH; HEITMANN, 1991). De acordo com Santos (2006)
bezerros em desenvolvimento que possuem um indice de consumo de concentrado inicial
adequado entre os 2 primeiros meses de vida resultam em concentracfes plasmaticas entre 0,1
a 0,3 mmol/L.

Os animais que apresentaram diarreia e foram avaliados, resultaram em concentragdes
baixas indicando que o rumens dos animais estavam ainda pouco desenvolvidos e que a
principal fonte energética era proveniente da lactose da dieta liquida. Toullec e Guilloteau
(1989) afirmam que bezerros com o sistema digestorio anterior ndo desenvolvido néo
possuem capacidade de digestdo e absorcdo de determinados alimentos provenientes de
origem vegetal, podendo entdo acarretar distrbios metab6licos quando alimentandos com
dietas inadequadas. Em contrapartida, valores baixos de B-hidroxibutirato e outros corpos
cetbnicos pode ser um bom parametro para alegar um bom quadro nutricional do animal.

Quando o nivel de glicose do organismo diminui devido a uma perda de nutrientes ou
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insuficiente ingestdo de alimentos consequente de um distUrbio gastrointestinal, ocorre um
aumento de corpos cetonicos circulantes com a finalidade de fornecer energia aos tecidos,
distdrbio entdo denominado de cetose secundaria (HEIDRICH; GRUNER; VASKE, 1980).
De acordo com os valores de B-HBA observados na Tabela 3.10, a baixa concentragdo do
corpo cetdnico significa que, os animais do experimento apresentavam rdmen pouco
desenvolvido e ndo apresentavam cetose secundéria.

De acordo com Davis e Dackley (1998) a digestdo e aproveitamento de dissacarideos
ou polissacarideos sdo extremamente baixos em bezerros nas primeiras semanas de vida. De
acordo com Haga et al. (2008), a glicose proveniente da lactose presente no leite ou no
sucedaneo lacteo € principal fonte energética para esses animais, mas com 0 avanco da idade
as concentrac@es de glicose no plasma tendem a diminuir. Segundo Swenson; Reece (1996),
valores de glicose em bezerros em aleitamento variam de 80 a 120 mg/dL; entretanto,
bezerros apresentando diarreia podem apresentar hipoglicemia em decorréncia da anorexia,
ma digestdo e absorcdo e, por conseguinte, da reducdo da gliconeogénese hepética e aumento
da glicélise anaerobica (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Entretanto, as médias de
concentracdes de glicose (Tabela 3.10) apresentaram valores considerados normais, 0 que
pode ser atribuido ao manejo dos animais que eram estimulados a alimentacao liquida mesmo
apresentando diarreia.

AvaliacOes de proteinas totais plasmaticas sdo utilizadas como parametros para avaliar
o estado geral do animal, tanto o estado nutricional como o estado clinico, pois elevadas
concentracdes de proteina total podem representar desidratacdo ou alguma outra moléstia no
organismo (LUCA; REIS, 2001). Os resultados observados neste trabalho (Tabela 3.10)
mostram valores préximos aos considerados normais de acordo com Bartlett et al. (2006) e
El-sheikh et al. (2012).

Das proteinas totais, cerca de 50 a 65% ¢é constituida de albumina, sendo entdo
considerada a proteina mais abundante no plasma sanguineo. A albumina é fundamental para
a manutencdo da pressdo osmotica, necessaria para a distribuicdo correta dos liquidos
corporais entre 0 compartimento intravascular e o extravascular, localizado entre os tecidos.
(LIMA et al., 2012; PEKCAN et al., 2012). Os resultados de albumina observados neste
trabalho (Tabela 3.10) corroboram com os resultados considerados normais por El-sheikh et
al. (2012) e Pekcan et al.(2012), representando uma média de 52% da média total relativo as
concentragdes de proteinas totais do plasma apresentado neste trabalho.

A concentracdo de nitrogénio ureico no sangue depende de alguns fatores como

nutricdo, estado fisioldgico do animal, raca e doencas como diarreia e problemas no rim.
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Bezerros com diarreia apresentam concentragfes plasmaticas de nitrogénio ureico acima do
normal (HAMMOND, 1998; KLINKON; JEZEK, 2012). Segundo Steinhardt e Thielscher
(2000) em bezerros a concentracdo de NUP diminui ligeiramente desde o nascimente até os
dois meses de idade, com o valor médio de 2,7 mg/dL. De acordo com Knowles et al. (2000),
os valores de NUP apresentam pequeno aumento com o avanco da idade, devido ao aumento
da capacidade do epitélio ruminal de absorver aménia e no figado ser convertida em ureia.

Em um estudo realizado por Seifi et al. (2006), bezerros Holandeses sadios, de idade
média de 2 semanas, apresentaram concentracdes médias de NUP entre 4,65 - 7,68 mg/dL,
enquanto em bezerros com diarreia esta concentracdo foi entre 10,75 mg/dL até 28,61 mg/dL
nos casos mais severos. Com isso 0s autores concluiram que valores de NUP sdo Uteis para
avaliar a desidratacdo e quadros de acidose metabdlica nos animais. Ja Freitas (2009) obteve
valores um pouco superiores, com animais sadios apresentando concentracfes entre 7,2 a 11,6
mg/dL e animais apresentando diarreia com mais de uma semana com valores entre 15,2 a
23,3 mg/dL.
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Figura 3.26 - Valores de Nitrogénio Ureico Plasmatico (NUP) (mg/dL) de bezerros com
diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

Conforme a Figura 3.26, as concentracdes de NUP apresentam valores normais
conforme trabalhos realizados por Seifi et al. (2006) e Freitas (2009). Esses valores normais,
reforcam o quadro clinico realizado junto com os valores de pH sanguineo e concentracfes de
eletrolitos (Figura 3.20, 3.21 e 3.22), indicando auséncia de desidratacdo e auséncia de
distarbio metabdlico nos animais diarréicos, independentemente da composicdo do

concentrado consumido.
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Figura 3.27 - Concentrages plasmaticas de Lactato total, D-lactato e L-lactato (mg/dL) e
valores relativos (%) em relacdo ao Lactato total de bezerros com diarreia
recebendo concentrado com diferentes niveis de polpa citrica

A acidose metabolica consequente da diarreia em bezerros pode se agravar devido a
producdo e aumento de concentragdes de acido latico no organismo (MILLEMANN, 2009). O
L-lactato é um dos acidos responsaveis pela acidose, e tem seu aumento por consequéncia da
desidratacdo ou por baixa eficiéncia do figado consequente de um quadro de endotoxemia
(OMOLE et al., 2001). Além do L-lactato, o D-lactato também é outro &cido responsavel pelo
distdrbio acidotico, e esta relacionado com alimentos mal digeridos no trato gastroinstestinal,
0 que favore a proliferacdo de bactérias produtoras de D-lactato, normalmente em animais
com acidose metabdlica severa (EWASCHUCK et al., 2004).

Para diagnosticar acidose metabolica através de valores de lactato, € preciso
estabelecer valores de referéncia considerados normais para bezerros sadios. Concentracoes
plasmaticas de lactato total sdo consideradas normais entre os valores de 6 a 22 mg/dL;
concentragdes plasmaticas de L-lactato de até 11,8 mg/dL; e de D-lactato de até 3,9 mg/dL
sdo considerados aceitaveis (KASARI; NAYLOR, 1986; LORENZ; HARTMANN;
GENTILE, 2003; BASOGLU; AYDOGDU, 2013).

Em um estudo realizado por Trefz et al. (2012), utilizando 89 bezerros acima de 7 dias
de idade apresentando diarreia naturalmente adquirida, foram observadas concentracoes de L-
lactato plasmatico igual a 16 mg/dL, com casos de acidose severa com concentracdes de até
40 mg/dL de L-lactato. Ewaschuk et al. (2004) realizaram um experimento utilizando 27

bezerros com menos de 35 dias de idade, e analisaram concentracdes de L- e D-lactato, e
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observaram que os valores de L-lactato ndo diferiram (P<0,05) entre os animais sadios e
animais doentes. Entretanto, os valores de D-lactato foram bem maiores (13,9+£5,1 mg/dL)
nos animais doentes em comparacdo com 0s animais sadios (1,4+0,4 mg/dL). Lorenz (2004)
realizou um trabalho relacionando valores D-lactato com escore clinico de animais
apresentando diarreia e acidose metabdlica, e concluiu que quanto maior a concentracao desse
acido, pior € o estado clinico do bezerro apresentando diarreia e acidose metabolica.

Conforme a Figura 3.27, é possivel observar que os tratamentos com 0% e 100% de
inclusdo de polpa citrica no concentrado inicial estdo nos limites considerados ideais para
concentracdo de lactato total plasmatico. Além disso, todos os tratamentos apresentaram
valores de D-lactato acima do ideal, em contrapartida, as concentracfes médias de L-lactato
estiveram dentro dos valores considerados normais.

Apesar dessas diferencas, é possivel afirmar que os animais ndo apresentaram acidose
metabolica severa; entretanto é importante ressaltar que chegaram a valores proximos para
serem considerados acidoticos.

O aumento de polpa citrica ndo foi o fator responsavel pela alta concentracdo de D-
lactato, que normalmente pode ser consequéncia a dietas inadequadas fornecidas aos bezerros
com ramen nao desenvolvido, fato que comprova isso é que o tratamento com 0% de inclusdo
de polpa citrica foi 0 que obteve maior valor médio de concentracdo de D-lactato (14,71
mg/dL).

A composic¢do do concentrado inicial, com inlcusdo de melago ou xarope de glicose
em substituicdo ao milho, ndo alterou (P>0,05) pardmetros bioquimicos no plasma de
bezerros em aleitameto (Tabela 3.11). Também ndo houve efeito do dia de avaliacdo ou da

interacdo do dia ap6s o diagnoéstico de diarreia e da composicédo do concentrado (P>0,05).
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Tabela 3.11 - Média do periodo total dos componentes bioquimicos plasmaticos de bezerros
com diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de melago e xarope

de glicose
Tratamento EPM® P<@

0%ME 5%ME 10%ME 5% XA T D TxD
B-HBA (mmol/L) 0,057 0,074 0,058 0,060 0,008 0,25 0,95 0,29
Glicose (mg/dL) 79,89 85,43 84,45 8021 312 047 0,51 0,78
Proteinas Totais(g/dL) 6,83 7,09 6,70 6,66 032 0,77 0,11 0,50
Albumina (g/dL) 341 3,08 291 303 012 0,06 0,70 0,84
NUP (mg/dL) 761 6,83 8,20 575 102 044 017 0,80
Lactato total (mg/dL) 16,94 14,62 19,34 1492 298 0,09 0,24 0,19
D-Lactato (mg/dL) 6,49 4,68 7,58 436 104 067 052 0,22
L-Lactato (mg/dL) 10,45 9,93 11,76 1056 1,90 0,92 0,19 0,95

@ EPM: erro padrdo da média
@T = efeito de tratamento; D = efeito de dias avaliados; TxD = interacéo entre efeitos de tratamento e dias

De acordo com os valores de B-HBA observados na Tabela 3.11, os animais que
apresentaram diarreia e foram avaliados, resultaram em concentragGes baixas (<0,1 mmol/L)
indicando que o rdmen dos animais estava ainda pouco desenvolvidos, entretanto esse fato
indica também auséncia de cetose secundaria proveniente de perda de nutrientes,
hipoglicemia ou insuficiente ingestdo de alimentos.

Em bezerros apresentando diarreia € comum observar hipoglicemia (KANEKO;
HARVEY; BRUSS, 2008); entretanto, os valores de glicose observados neste trabalho
(Tabela 3.11), estdo dentro da faixa considerada como adequada para bezerros jovens
(SWENSON; REECE, 1996).

De acordo com Hamoond (1998) e Klinkon e Jezek (2012), bezerros com incidéncia
de diarreia, seguida de desidratacdo, apresentam concentracdes plasmaticas de nitrogénio
ureico acima do normal. Bezerros sadios apresentaram concentragdes médias de NUP entre
4,65 - 7,68 mg/dL, enquanto bezerros com diarreia apresentaram concentracbes médias de
10,75 mg/dL até 28,61 mg/dL nos casos mais severos (SEIFI et al., 2006).

De acordo com a Figura 3.28, é possivel observar que os tratamentos com 0% e 10%
de inclusdo de melaco no concentrado apresentaram valores acima do considerado normal,
entretanto, esses valores ndo ultrapassaram a concentracdo de 10,75 mg/dL, sugeridos por
Seifi et al. (2006), podendo entdo sugerir que 0s animais desses dois tratamentos apresentaram

leve distlrhio acidético.
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Figura 3.28 - Valores de Nitrogénio Ureico Plasmatico (NUP) (mg/dL) de bezerros com
diarreia recebendo concentrado com diferentes niveis de melaco e xarope de
glicose

A acidose metabolica consequente da diarreia em bezerros pode se agravar devido a
producdo e aumento de concentracdes de acido latico no organismo, como o D-lactato e L-
lactato (OMOLE et al., 2001; MILLEMANN, 2009).
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Figura 3.29 - Concentragcdes plasmaticas de Lactato total, D-lactato e L-lactato (mg/dL) e
valores relativos (%) em relacdo ao Lactato total de bezerros com diarreia
recebendo concentrado com diferentes niveis de melago e xarope de glicose

ConcentragGes plasmaéticas de lactato total sdo consideradas normais entre os valores
de 6 a 22 mg/dL, concentracGes plasmaticas de L-lactato de até 11,8 mg/dL e de D-lactato de
até 3,9 mg/dL sd@o considerados aceitaveis (KASARI; NAYLOR, 1986; LORENZ;
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HARTMANN; GENTILE, 2003; BASOGLU; AYDOGDU, 2013). De acordo com a Figura
3.29, os valores médios de lactato total e L-lactato observados em bezerros diarreicos
apresentou-se dentro de valores considerados normais, indicando auséncia de acidose

metabolica. Entretanto, os valores de D-lactato apresentaram-se acima do considerado normal.

3.4 Conclusbes

Os resultados permitem sugerir que todos os casos de diarreia foram de origem
infecciosa, ndo havendo efeito na sua severidade e alteraces metabdlicas em resposta da
inclusdo de coprodutos da agroinddstria em substituicdo ao milho no concentrado inicial de
bezerros leiteiros. Assim, a inclusdo polpa citrica, melaco ou xarope de glicose pode ser
realizada sem prejuizos a saude intestinal e ao metabolismo de bezerros jovens.

As avaliaces durante apenas 3 primeiros dias apds o diagostico da diarreia podem néo
ter sido suficientes para que os animais apresentassem elevado nivel de desidratacéo e acidose
metabdlica.

Além da dieta fornecida aos bezerros, varios outros fatores tem relacdo com a
ocorréncia de diarreia e suas consequéncias ao organismo do animal, como colostragem,
clima, praticas de manejo, instalacfes, capacidade do organismo de cada bezerro a combater
agentes patoldgicos e também a se recuperar de uma anormalidade fisioldgica.
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4 AVALIACAO DE DESEMPENHO E ALTERACOES DE METABOLISMO E
ESTRESSE EM BEZERROS EM SISTEMA DE DESALEITAMENTO PRECOCE
SUPLEMENTADOS COM PROBIOTICOS

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do fornecimento via oral de probi6ticos
de bactérias ruminais, em relacdo ao desempenho, alteracdes metabdlicas, parametros
sanguineos e morbidade em bezerros leiteiros desaleitados precocemente. Apos 0 nascimento,
20 bezerros mestigos da raca Holandés x Jersey foram distribuidos em blocos casualizados e
submetidos a um tratamento controle ou ao fornecimento via oral de 2 gramas de
probiotico/dia. Os animais receberam 6 litros de sucedaneo lacteo/dia (=15,4% do peso
corporal ao nascer), divido em duas refeicdes diarias e foram desaleitados de forma gradual na
sexta semana de vida, independentemente do consumo de concentrado inicial, de forma a
causar estresse. Os animais foram alojados em abrigos individuais, em terreno plano com
gramado, com livre acesso a agua e concentrado inicial, até a décima semana de vida. O
consumo de concentrado inicial e o escore fecal foram registrados diariamente. Semanalmente
foram realizadas pesagens dos animais, medidas de altura da cernelha, largura da garupa e
perimetro toracico, até a décima semana de idade dos animais, quando o experimento foi
encerrado. Foram realizadas colheitas de amostras de sangue dos animais na semana, 2, 4, 6, 8
e 10, duas horas apds o aleitamento da manha, para determinacdo de concentracGes
plasmaticas de glicose, proteina total, albumina, B-hidroxibutirato, cortisol e também para a
realizacdo do hemograma. Foi avaliado o indice de conforto térmico dos animais a partir de
dados meteoroldgicos. A suplementacdo de probidtico ndo afetou (P>0,05) o consumo de
concentrado, o ganho de peso diario, o peso ou as medidas corporais dos animais. Na segunda
semana de idade foi registrado perda de peso, em consequéncia da maior incidéncia de
diarreias. O fornecimento de probidtico também nao teve efeito (P>0,05) sobre a incidéncia
de diarreia. Durante todo o periodo de aleitamento, a avaliacdo do escore fecal indicou valores
médios acima de 2,5, indicando diarreia; no entanto, apds o desaleitamento a consisténcia das
fezes tornou-se normalAs andlises bioquimicas, assim como o hemograma ndo foram
alterados em resposta ao fornecimento de probiotico (P>0,05). Com o avanco da idade dos
animais, a concentracdo média de glicose plasmaética foi reduzida (P<0,05), enquanto a de -
hidroxibutirato foi aumentada, indicando desenvolvimento ruminal, independentemente da
suplementacdo com probidtico. Apesar da concentracédo de cortisol ter sido significativamente
maior (P<0,04) em animais suplementados com probidticos, as mesmas foram baixas,
anulando possibilidades de estresse crénico nos animais. Entretanto, no periodo de
desaleitamento, foi observada linfocitose nos animais, provavelmente consequéncia da
liberacdo de adrenalina relativa ao estresse agudo devido ao desaleitamento. As condi¢fes
climéaticas e os indices de conforto térmico foram considerados aceitaveis para um bom
desempenho dos animais, sem apresentar condi¢cdes extremamentes criticas que causaria
estresse aos bezerros. Como conclusdo, o fornecimento de probidticos contendo bactérias
ruminais nao alterou o desempenho e 0 metabolismo de bezerros em sistema de
desaleitamento precoce.

Palavras-chave: Bezerros; Desaleitamento; Microorganismos; Crescimento; Morbidade
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of probiotic containing ruminal
bacteria oral supply, in relation to performance, blood parameters and morbidity in early-
weaned dairy calves. After birth, 20 crossbred calves (Holstein x Jersey) were distributed in
randomized blocks and submitted to a control treatment or probiotic oral supply (2
grams/day). Animals were fed 6 L/d of milk replacer (= 15.4% of the body weight at birth),
divided into two meals, and were gradually early weaned at 6™ week of life, regardless the
starter feed intake, in order to cause stress. Animals were housed individually in hutches, with
free access to water and starter feed until the tenth week of life. Starter feed intake and fecal
score were recorded daily. Weekly, body weight, withers height, heart girth and hip width
were measured until the tenth week of age, when the experiment ended. Blood samples were
taken at the 2", 4" 6™ 8™ and 10™ week, two hours after the morning feeding, to determine
plasma concentrations of glucose, total protein, albumin, B-hydroxybutyrate, cortisol and also
for the complete blood count (CBC). Meteorological data and thermal comfort indexes were
also calculated. Probiotic supplementation didn't affect (P>0.05) starter feed intake, daily
weight gain, weight or body measurements. In the second week of age, weight loss was
observed as a result of the increased incidence of diarrhea. The probiotic supply also had no
effect (P>0.05) on fecal scores or morbidity. Throughout the milk-feeding period, fecal scores
were above 2.5, indicating diarrhea; however, after weaning the faeces consistency became
normal. Biochemical analysis, as well as CBC were not altered in response to the probiotic
supply (P>0.05). With increasing animal age, the average concentration of plasma glucose
was reduced (P<0.05), while that of B-hydroxybutyrate was increased, indicating rumen
development, regardlessof probiotic supplementation. Although the cortisol concentration was
significantly higher (P<0.04) in animals supplemented with probiotic, in both treatments the
cortisol concentration were low, rejecting chances of chronic stress in animals. However,
around weaning, lymphocytosis was observed, probably due to the release of adrenaline
related to the acute stress due to weaning. Climatic conditions and thermal comfort indexes
were acceptable to good performance of the animals, without providing critical conditions that
would cause stress to the calves. As conclusion, the probiotic supply did not affect the
performance or metabolism of dairy calves in early weaning system.

Keywords: Dairy calves; Direct-fed microbial; Health; Performance; Weaning
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4.1 Introducéo

Uma das importantes fatias do custo de uma propriedade leiteira é a criacdo de
novilhas de reposic¢do, sendo que a mortalidade de bezerras e dispéndios com enfermidades
representam uma importante parcela dentro destes custos. E considerada aceitavel, uma taxa
de mortalidade de bezerras de 5 a 7%, entretanto, a maioria das propriedades apresenta
indices significativamente superiores. Estudos que retratam estatisticas nacionais sdo raros,
mas levantamentos realizados nos Estados Unidos mostram que a principal causa de
mortalidade de bezerros na fase de aleitamento, alcangando aproximadamente 60%, s&o 0s
distarbios gastrointestinais, como a diarreia (USDA, 2007).

A diarreia ¢ a principal moléstia que acomete bezerros nas primeiras semanas de vida,
sendo responsavel por baixos indices de desempenho animal, perda por mortalidade e
despesas com tratamentos, elevando o custo de producdo de novilhas de reposicdo. Devido a
esses fatores, os sistemas de producdo leiteira vém cada vez mais, aumentando a inclusdo de
aditivos que tenham efeito no controle de diarreias, como os ion6foros ou outros antibioticos,
na dieta liquida ou sélida de bezerros em aleitamento.

Devido as vantagens do uso de antibi6ticos sobre o desempenho dos animais, seu uso
como método profilatico comecgou a ser feito de maneira inadequada, ou seja, fornecimento
desnecessario e dosagens acima do recomendado, acarretando consequéncias negativas
(HEINRICHS; JONES; HEINRICHS, 2003). Com isso, a Unido Europeia vem restringindo o
uso de antibidticos, o que tem resultado na busca de aditivos alternativos, com efeitos
econdmicos e bioldgicos favoraveis ao desempenho em animais de reposicdo. O uso de
antibidticos na producdo animal é um assunto de opinides ambiguas, uma vez que sucedaneos
lacteos contendo esse tipo de medicamento ndo sdo efetivos para o controle de protozoarios
ou diarreias de etiologia viral (OLSON et al., 1998); além disso, resisténcia a antibidticos é
uma preocupacdo emergindo na saude publica.

Levando em consideracdo todos esses fatores, o uso de probidticos tem sido avaliado
como uma alternativa ao uso de antibioticos na alimentacdo de bezerros no que diz respeito a
profilaxia de diarreias. Probioticos, de modo geral, sdo definidos como suplemento alimentar
com microrganismos vivos com efeitos benéficos para o hospedeiro, devido a sua capacidade
de melhorar o balango microbiano intestinal (FULLER et al., 1989 apud DONOVAN et al.,
2002). Séo culturas viaveis, administradas oralmente aos animais, consistindo basicamente de

bactérias produtoras de &cido latico, do género bacillus ou enterococcus. As cepas mais
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utilizadas como probidticos com bons resultados sdo os Lactobacillus acidophilus e
Streptococus faecium (TOURNUT; ANADON; RAYNALD, 1988).

A inclusdo de probidtico na dieta de bezerros em aleitamento tem demonstrado
melhoras no desempenho, crescimento e diminuicdo de incidéncia de doencas (ABE;
ISHIBASHI; SHIMAMURA, 1995). Os probioticos podem agir como biorreguladores
microbianos, mantendo o equilibrio da microflora intestinal, e impedindo a multiplicacdo de
bactérias patogénicas, como a Escherichia coli enterotoxigénica (AVILA; FAIRBROTHER;
LALLIER, 1987).

Assim, probidticos constituidos de bactérias ruminais lacticas (Ruminobacter
anylophilum, Ruminobacter succinogenes, Sucinovibrio dextrinosolvens, Bacillus cereus,
Lactobacillus acidophilus e Streptococcus faecium), podem ser excelentes alternativas aos
antibioticos. Essas bactérias sdo isoladas do rimen e do trato intestinal de bovinos adultos,
liofilizadas e mantidas vivas.

O fornecimento via oral de probidtico contendo bactérias ruminais (PBR) foi estudado
por Avila et al. (2000) com o objetivo de avaliar os beneficios do probi6tico sobre a
incidéncia de diarreia em bezerros na fase de aleitamento. O fornecimento de PBR durante a
fase de aleitamento reduziu a incidéncia de diarreia em até 30% quando comparado ao grupo
controle. Os autores também observaram maior ganho de peso, principalmente nos bezerros
que receberam o tratamento durante 15 e 30 dias apds o nascimento.

Outros trabalhos foram realizados utilizando bactérias ruminais e intestinais
liofilizadas. Abe, Ishibashi e Shimamura (1995) estudaram o fornecimento de
Bifidobacterium pseudolongum e Lactobacillus acidophilus em bezerros recém-nascidos com
0 objetivo de avaliar os probidticos como provavel promotor de crescimento. O probidtico foi
fornecido sempre pela manha, via sucedaneo, em doses de 3 x 10° UFC do 7° dia de vida até o
56°. Neste trabalho os autores encontraram maior ganho de peso para 0S animais que
receberam probidtico em relacdo aos animais que ndo receberam nenhum probidtico, e
também observaram menor incidéncia de diarreia para os grupos recebendo probiotico. O
fornecimento de Lactobacillus teve efeito positivo no peso corporal no periodo de
desaleitamento, eficiéncia alimentar e salde geral dos bezerros.

Bezerros séo vulneraveis e propensos a afec¢bes durante as primeiras semanas de vida,
principalmente afeccOes referentes ao trato gastrointestinal e respiratorio. Assim, 0 uso de
probioticos pode ser efetivo em periodos e situa¢fes que tornam os animais mais susceptiveis
a doengas, geralmente em momentos de estresse associado com presencga de microrganismos
nocivos (CRUYWAGEN; JORDAN; VENTER, 1996).
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Para animais que sdo submetidos ao desaleitamento precoce, é importante que o
consumo de alimentos sélidos seja adequado, pois € um fator primordial para um
desenvolvimento adequado do rimen, com aumento progressivo de producdo de acidos
graxos de cadeia curta, como os cidos butirico e propidnico, com isso 0 ganho de peso apos o
desaleitamento ndo € prejudicado. Entretanto, esse consumo adequado de alimentos sélidos
pode ser reduzido devido ao estresse, devido a isso, 0 desaleitamento precoce deve ser
realizado de maneira que, o animal sofra 0 menor estresse possivel (PAULA, 2012).

O fornecimento de bactérias probidticas que auxiliam na reducéo da suscetibilidade de
bezerros ao estresse, devido a seu efeito biorregulador da microflora gastrointestinal e,
portanto a manutengdo do consumo de concentrado por bezerros leiteiros parece uma boa
ferramenta de manejo destes animais.

O objetivo deste projeto € avaliar em bezerros leiteiros o fornecimento de probiotico
composto por bactérias ruminais (PBR), sendo avaliados dados relacionados ao estresse,
alteracdes de metabolismo, desempenho dos animais em sistema de desaleitamento precoce,

incidéncia de afeccdes e influéncia no sistema.

4.2 Material e métodos

4.2.1 InstalacGes, animais e manejo alimentar

O experimento foi conduzido no periodo de dezembro de 2011 a maio de 2012, no
Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ-
USP, situado na cidade de Piracicaba, estado de Séo Paulo, Brasil. A area utilizada era
composta de gramado e de terreno plano.

Dados meteoroldgicos foram colhidos do Posto Meteoroldgico da ESALQ-USP, que
utiliza uma estacdo automaética acoplada a um datalogger — CR10X, que armazena os dados de
15 em 15 minutos. Foram colhidos dados diarios de temperaturas maxima, minima e média,
umidade relativa do ar méaxima, minima e média, velocidade média do vento e indice
pluviométrico diario, durante todo o periodo experimental. Para avaliar se 0s animais
passaram por estresse térmico devido ao ambiente, foram calculados os indices de
Temperatura e Umidade (ITU) definido por Thom (1959) e o Indice de Temperatura
Equivalente (ITE) desenvolvido por Baeta et al. (1987).

Foram utilizados 20 bezerros mesticos da raca Holandés x Jersey, em delineamento

experimental inteiramente casualizados. Ap6s a chegada ao bezerreiro experimental, 0s
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animais foram divididos em blocos, de acordo com 0 peso ao nascer e sexo, e distribuidos nos
seguintes tratamentos:

1) Controle;

2) Fornecimento oral de 2 gramas de probidtico/dia.

O probidtico fornecido era constituido de bactérias ruminais probioticas (Tabela 4.1),
sendo um po6 branco, o qual foi pesado e fornecido individualmente diretamente na cavidade

bucal dos bezerros.

Tabela 4.1 - Composicéo de bactérias no probidtico utilizado no experimento

Bactérias Niveis de garantia/Kg do produto
Bacillus cereus (CBMAI 988) 7,0x10™ UFC/kg
Enterococcus faecium (CBMAI 924) 7,010 UFC/kg
Lactobacillus acidophilus (CBMAI 987) 7,0x10* UFC/kg
Ruminobacter amylophilum (CBMAI 927) 6,0x10'! UFC/kg
Ruminobacter succinogenes (CBMAI 928) 6,0x10'* UFC/kg
Succinovibrio dextrinosolvens (CBMAI 929) 8,8x10! UFC/kg

Composigao do probiético DBR do laboratério IMEVE® utilizado no experimento

Apdbs o nascimento, os bezerros foram separados das maes e alocados em abrigos
individuais (Figura 3.3), com acesso ad libitum a agua e receberam 2 litros de colostro logo
apo6s 0 nascimento, e a cada 12 horas, até o segundo dia de vida. Decorrido o periodo de
fornecimento de colostro, os animais passaram a receber 6 litros de sucedaneo lacteo (Sprayfo
Violeta (20PB:16EE) Sloten do Brasil Ltda., Santos, SP, Brasil), divididos em duas refei¢cdes

diarias (08 e 18h), com a composi¢do quimica-bromatologica apresentada na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Composicdo quimica-bromatoldgica do sucedaneo lacteo!

Valores
Matéria seca, % 97,4
Matéria mineral, % MS 8,2
Proteina bruta, % MS 20,2
Extrato etéreo, % MS 15,6
FDN, % MS 0,5
FDA, % MS 0,0
Carboidratos n&o fribrosos, %MS 55,5

!Composicéo do Sprayfo Violeta, Sloten do Brasil Ltda., Santos, SP, Brasil (12,5% de sélidos)
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O desaleitamento foi realizado na sexta-semana de idade de forma gradual, de forma a
ser criada uma situacdo de estresse nos animais. Além do desafio no desaleitamento, os
animais também passaram por desafios patoldgicos, sendo alocados em areas contaminadas
de fezes diarreicas.

Os animais receberam também concentrado inicial, formulado de acordo com as
recomendag¢fes do NRC (2001) com a formulagdo e composi¢do quimica-bromatolégica
apresentados na Tabela 4.3. O concentrado farelado foi fornecido toda manhd, ad libitum,
pesando-se a sobra do dia anterior, de forma a se obter o consumo diario. A quantidade
méaxima oferecida por animal foi de até 2 kg/dia. A partir do desaleitamento, durante 4

semanas, foi fornecido feno de capim coast-cross ad libitum, além do concentrado inicial.

Tabela 4.3 - Ingredientes e composicdo quimica-bromatoldgica do concentrado inicial
utilizado na alimentacdo dos animais

Ingredientes Composicéo (%)
Milho moido 64,0
Farelo de soja 26,0
Casca de soja 6,0
Calcério calcitico 3,0
Premix mineral/vitaminico® 1

Composicdo quimica-bromatolégica

Matéria seca, % matéria natural? 89,95
Matéria mineral, % MS? 5,88
Proteina bruta, % MS? 20,6
Extrato etéreo, % MS? 34

FDN, % MS? 13,13
FDA, % MS? 6,92
Energia metabolizavel, Mcal/kg® 2,94

! Composicdo do Premix mineral/vitaminico: Ca 16,8%; P 4,2%; S 2,3%; Na 11,6%; Cl 8,0%; Mg 2,4; Co
38,2 ppm; Cu 343 ppm; | 30,2 ppm; Fe 578,2 ppm; Mn 1146,4 ppm; Se 15,5 ppm; Zn 1176,2 ppm; Vit. A
68.760 Ul/kg; Vit. E 764 Ul/kg; Vit. D 57.300 Ul/kg.

2Valores obtidos com base nos resultados das analises bromatolégicas dos ingredientes.

3Valor estimado pelo NRC (2001).
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4.3 Avaliagéo do desempenho e desenvolvimento corporal

Os animais foram pesados ao nascer e semanalmente, sempre antes do fornecimento
do leite da manh&, em balanca mecanica (ICS-300, Coimma Ltda., Dracena, SP, Brasil), até a
décima semana de vida, quando se encerrou o periodo experimental. Foram também
mensuradas semanalmente, a altura na cernelha e largura da garupa, utilizando-se régua com

escala em centimetros; e perimetro toracico com fita, também com escala em centimetros.

4.4 Avaliagéo das fezes e sanidade

Foram realizadas diariamente no periodo de manha, as avaliacGes do escore fecal de
todos os animais conforme Larson et al. (1977), sendo classificadas conforme a fluidez: (1)
quando normais e firmes; (2) quando com consisténcia pastosa porém com aspecto geral
saudavel; (3) quando com consisténcia aquosa considerada diarreia; (4) quando com
consisténcia fluida.

Diariamente, foram realizadas observac6es dos animais para diagnéstico de problemas
de saude, sendo registradas todas as ocorréncias. Em caso de necessidade, 0s animais foram
medicados conforme recomendacdo do médico veterinario, sendo anotados todos o0s

tratamentos realizados.

4.5 Coleta de sangue e metodologia

Amostras de sangue foram colhidas na 22, 42, 62, 8% e 102 semanas de vida dos animais,
sempre duas horas ap6s o fornecimento da dieta liquida no periodo da manhd, através de
puncdo da veia jugular; utilizando-se tubos vacuolizados contendo fluoreto de s6dio como
antiglicolitico e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante.

Parte destas amostras foram utilizadas para determinacdo de hematocrito, eritrocitos
totais, volume globular médio (VGM), leucdcitos totais e leucécitos diferenciais.

O restante das amostras foi submetido a centrifugagdo a 2000 x g, durante 20 minutos,
a temperatura de 4° C. O plasma foi separado por pipetagem e armazenado em microtubos e
mantidos em freezer para posterior determinacdo de glicose, proteina total, albumina, -

hidroxibutirato e cortisol.
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4.6 Analises bioguimicas plasmaticas

4.6.1 Determinacao de glicose no plasma

As concentracBes de glicose foram determinadas utilizando-se o kit enzimatico
GLICOSE HK LIQUIFORM - Ref.:85 (LABTEST Diagndstica S.A., Lagoa Santa, MG,
Brasil) por espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia de 505 nm
em Sistema Automatico para Bioguimica — Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil).
Uma aliquota de 4 uL da amostra foi pipetada em cubetas de reacdo, acrescida de 400 pL de
reagente, fornecido pelo kit. Apds periodo de incubagdo de 10 minutos, foi realizada a leitura
da absorbéancia para obtencéo dos valores de glicose plasmatico em mg/dL. Para calibracdo do
equipamento, solucdo padrao fornecida com Kit enzimatico com concentracdo de 100 mg/dL
de glicose foi analisada a cada rodada.

4.6.2 Determinacdo de proteinas totais no plasma

As concentracBes de proteinas totais foram determinas a partir do Kit enzimatico
PROTEINAS TOTAIS — Ref: 99-250 (LABTEST Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG,
Brasil) por espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia de 540 nm
em Sistema Automatico para Bioguimica — Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil). O
método utiliza 1000 pL de reagente de biureto pipetado em 200 puL de amostra ou solucao
padrdo (4g/dL) incubados a 37°C por 10 minutos. Apo6s o periodo de incubacdo, as reacdes
das amostras com o reagente formaram um composto de cor pUrpura, cuja absorbancia foi

proporcional a concentracdo de proteinas da amostra.

4.6.3 Determinacao de albumina no plasma

As concentracbes de albumina foram determinas a partir do kit enzimatico
ALBUMINA - Ref: 19 (LABTEST Diagnoéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) por
espectrofotometria de ponto final, utilizando-se filtro de absorbancia de 620 nm em Sistema
Automatico para Bioquimica — Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil). O método
utiliza reagente de cor pipetado na amostra (relagdo amostra/reagente: 1:101) ou solucéo
padrdo (3,8g/dL), apds o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura da absorbancia para

obtencdo dos valores de albumina plasmatica em g/dL.
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4.6.4 Determinacao de p-hidroxibutirato no plasma

A determinagdo de P-hidroxibutirato foi realizada utilizando-se kit enzimatico
RANBUT — Ref.. RB1007 (RANDOX Laboratories — Life Sciences Ltd., Crumlin, UK),
utilizando-se filtro de absorbancia de 340 nm em Sistema Automético para Bioquimica —
Modelo SBA-200 (CELM, Barueri, SP, Brasil). Foi utilizado para calibracdo do equipamento
solucdo padrdo fornecida com o kit, com concentracdo de 1,000 mmol/L. Uma aliquota de
12,5 pL. de amostra foi pipetada na cubeta de reacdo, acrescida de 500 pL de reagente
enzimatico, seguida por leitura no aparelho apés 1 minuto para obtencdo da absorbancia
inicial. Apos incubacdo por mais 2 minutos, foi realizada uma nova leitura de amostra. A
diferenca entre as leituras inicial e final foi utilizada para construcdo da curva de regressao e

obteng&o dos resultados.

4.6.5 Determinacdo de cortisol

Para indicar o nivel de estresse do animal no periodo de desaleitamento, foram
colhidas amostras de sangue nesse periodo para determinacgdo de cortisol. A determinacdo da
concentracdo de cortisol foi realizada através de kit comercial (Assay Designs, EUA). O kit
comercial se baseia em um imunoensaio competitivo para a determinacdo quantitativa de
cortisol em fluidos bioldgicos. O kit utiliza um anticorpo monoclonal de Cortisol para se ligar,
de forma competitiva, ao cortisol em uma amostra ou uma molécula de fosfatase alcalina que
tem cortisol covalentemente ligado a ele. Ap6s incubacdo simultanea a temperatura ambiente,
0 excesso de reagentes é lavado e um substrato é adicionado. Depois de um tempo curto de
incubacdo, a reacdo enzimaética € interrompida e a cor amarela gerada é lida por um leitor de

microplacas a 405 nm.

4.7 Hemograma

4.7.1 Determinagdo de hematocrito

Amostras de sangue venoso coletadas com tubos vacuolizados contendo

anticoagulante EDTA foram utilizadas para preencher em torno de % dos tubos capilares sem

heparina, e em seguida uma das extremidades foi vedada.
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Os tubos capilares foram centrifugados em centrifuga de microhematdcrito - Modelo
SPIN 1000 (MICROSPIN), a 12.000 x g, durante 10 minutos. Apos centrifugacdo foram feitas
leituras dos tubos capilares em régua propria para hematdcrito, sendo o resultado expresso em

porcentagem (%).

4.7.2 Determinacdo de contagem total de eritrocitos

Foram diluidos 20 pl. da amostra de sangue em 4 mL no Liquido de Hayem
(proporgdo de 1:200), sendo a mistura homogeneizada cuidadosamente. Uma pequena
quantidade dessa amostra diluida foi pipetada na abertura lateral da cdmara de Neubauer
espelhada, fazendo o liquido penetrar por capilaridade entre a camara e a laminula. A camara
de Neubauer foi mantida num ambiente Umido durante 5 minutos, para permitir a perfeita
sedimentacdo dos eritrdcitos no fundo da camara.

Através de um microscopio, foram feitas as contagens em cinco quadrantes menores
localizados no centro da area marcada da cdmara de Neubauer, sendo determinada a

quantidade de hemacias/uL pela seguinte equag&o:

Hemacias/pL = >q.5.10.200
Onde:

> q = soma da contagem de eritrocitos de 5 quadrantes da cdmara de Neubauer.

4.7.3 Determinacdo de VGM

O volume globular médio (VGM) é a média dos volumes das hemaécias, considerando
a % de hematocrito e a contagem total de eritrocitos. Foi calculado pela seguinte equacao,
sendo o resultado dado em pm?®:
VGM = hct . [10/(cte/1000000)]
Onde:
hct = hematocrito (%)

cte = contagem total de eritrocitos/puL

4.7.4 Contagem total de leucocitos
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Foram diluidos 20 pL da amostra de sangue em 0,4 mL no Liquido de Turk
(proporcédo de 1:20), sendo a mistura homogeneizadas cuidadosamente. Uma pequena
quantidade dessa amostra diluida foi pipetada na abertura lateral da cdmara de Neubauer
espelhada, fazendo o liquido penetrar por capilaridade entre a camara e a laminula. A camara
de Neubauer foi mantida num ambiente Umido durante 5 minutos, para permitir a perfeita
sedimentacdo dos leucdcitos no fundo da cdmara. Utilizando um microscopio, foram feitas as
contagens nos quatro quadrantes localizados nas extremidades da area marcada da camara de
Neubauer, sendo determinada a quantidade leucocitos/uL pela seguinte equacéo:

C.q/4).10. 20 =leucécitos/pL
Onde:
>q = soma da contagem de leucocitos dos 4 quadrantes da extremidade da camara de

Neubauer.

4.7.5 Contagem diferencial de leucocitos

Foram confeccionados esfregacos sanguineos utilizando-se uma gota de sangue sobre
uma lamina, onde o esfregaco foi feito com o auxilio da borda de outra 1dmina arranjada em
angulo de 45°. O esfregago sanguineo foi corado com corante de Wright.

Para contagem diferencial dos leucdcitos através dos esfregacgos, foi utilizado um
microscopio com a lente objetiva de imersdo, contando-se 100 leucdcitos percorrendo-se as
bordas laterais das laminas em trajeto de “zig-zag”. Os leucdcitos foram diferenciados através
da morfologia das células, sendo a contagem realizada com auxilio de um contador diferencial
de Células — Modelo CP 2100 (PHOENIX), A contagem diferencial de leucdcitos foi
calculada em valores absolutos (tipo de leucécito/uL de sangue) e valores relativos (tipo de

leucdcito em % relativo a contagem total de leucocitos/uL).

4.8 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, de acordo com 0 peso ao
nascer e sexo do animal. Os dados de desempenho e parametros sanguineos foram analisados
como medidas repetidas no tempo com auxilio do procedimento MIXED do pacote estatistico

SAS (versdo 9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC), conforme o modelo:
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(1) Yijk=p+Ti+Ilj+TIij + Bk + Eijk

Onde,
Yijk = varidvel resposta;
M = média geral;
Ti = efeito do tratamento (com ou sem suplementacdo com probi6tico);
Ij = efeito de idade dos animais (semana);
Tlij = efeito de interacdo entre tratamento e idade dos animais;
Bk = efeito do bloco;
Eijk = efeito devido ao acaso (residuo).
Para efeito de comparacdo de médias foi utilizado o teste t de Student, sendo as médias

estimadas através do método dos quadrados minimos, com nivel de significancia de 5%.
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4.9 Resultados e discussao

4.9.1 Dados meteoroldgicos e indices de conforto térmico

O experimento foi realizado durante o periodo de dezembro de 2011 a maio de 2012.
Conforme € possivel observar na Figura 3.2, a média de temperatura do ar foi ideal para 0s
animais durante todo o periodo, pois conforme Silva (2000), é considerado temperatura clitica
superior (TCS) acima de 25° C e temperatura critica inferior (TCI) abaixo de 13° C.

Em relacdo ao Indice de Temperatura e Umidade (ITU) (Figura 3.5), 0s meses
considerados ideais foram janeiro e maio de 2012, os outros meses obtiveram média de ITU
um pouco acima de 72, considerado estresse térmico de nivel médio para os animais,
conforme Armstrong (1994).

Considerando o indice de Temperatura Equivalente (ITE) (Figura 3.6), os meses ideais
que apresentaram ITE entre 18-27° C, foram janeiro, abril e maio de 2012. Os outros meses
apresentaram média mensal um pouco acima do ideal, porém, ndo significando estresse alto
aos bezerros.

Considerando os valores obtidos de TCS, TCI, ITE e ITU, pode-se concluir que 0s
animais ndo sofreram estresse critico que pudesse prejudicar de maneira séria o0 desempenho e

salide dos mesmos.

4.9.2 Consumo de concentrado e desempenho

O fornecimento de probiotico ndo afetou o consumo de concentrado, o peso corporal e
nem o ganho de peso diario (P>0,05) (Tabela 4.4). No entanto, houve efeito significativo da
idade dos animais (P<0,0001), podendo-se observar um aumento ameno e progressivo no
consumo de concentrado inicial durante o periodo de aleitamento, sendo este aumento mais

intenso apds o desaleitamento (Figura 4.1).
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Tabela 4.4 - Consumo de concentrado (g/dia), peso corporal (kg) e ganho de peso diario
(g/dia) de bezerros suplementados ou ndo com probioticos via oral

Tratamento —— P<@

Controle Probidtico T I TxI
Consumo de concentrado, g/dia
Ao desaleitamento® 341 418 71,18 0,45
Média do periodo total 768 753 40,12 0,80 <,0001 0,28
Peso corporal, kg
Inicial® 38,6 39,2 1,98 081 -
Ao desaleitamento® 44,21 44,17 1,98 0,99
Média do periodo total 45,7 45,8 1,83 0,97 <,0001 0,95
Ganho de peso diario, g/dia
Ao desaleitamento® 255 223 76,91 0,77
Média do periodo total 324 327 2991 0,94 <0001 0,91

1) EPM: erro padrdo da média
@ T = efeito de tratamentos; | = efeito de idade dos animais; TxI = interagdo entre tratamento e idade
® Inicial = valores médios a primeira semana, Ao desaleitamento = valores médios a sexta semana

Os animais foram desaleitados de forma precoce com 6 semanas de idade, buscando-
se desafiar os animais de forma a verificar o efeito da suplementacdo com probidtico. Esse
tipo de desaleitamento possui vantagens, principalmente devido a diminuicdo de custos como
na alimentacdo e da mao de obra, além de diminuir casos de distirbios gastrointestinais
(CUNHA et al, 2003), no entanto ndo resulta em bezerros com peso adequado ao
desaleitamento. De acordo com Hopkins (1997) varios critérios podem ser utilizados para
decidir o momento do desaleitamento, entre eles o tamanho, a idade, o consumo e o peso do
animal. Estudos realizados por Martin et al. (1959), demonstraram que bezerros com 3
semanas de idade ja sdo aptos ao desaleitamento, pois possuem a capacidade de absorver
AGCC. Um estudo realizado com bezerros desaleitados com 3, 5 e 7 semanas ndo apresentou
diferenca significativa nos desempenhos e consumo quando 0s animais ja estavam com 9-14
semanas de idade (WINTER, 1985). Ja o USDA (2007) recomenda que o desaleitamento seja
feito com 8,2 semanas de idade, quando o animal estiver consumindo concentrado na
quantidade média de 2% do peso corporal do animal ao nascer durante trés dias consecutivos.

Como critério no consumo de concentrado, foi verificado que o consumo na
quantidade de 1% relativo ao peso ao nascer do bezerro é suficiente para o desaleitamento
sem causar efeitos negativos (GREENWOOD; MORRILL; TITGEMEYER, 1997). No

entanto, para haver maior seguranga quanto ao consumo adequado para estimular o
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desenvolvimento do rimen e consequentemente o desempenho, valores equivalentes a 1,5%
do peso ao nascer sejam mais recomendaveis.

No presente trabalho, o desaleitamento dos animais recebendo probiotico ocorreu
quando eles consumiam concentrado inicial na quantidade de 1,06% relativo ao peso corporal
inicial, enquanto os animais ndo suplementados estavam consumindo 0,88%. Entretanto, esse

fato ndo afetou os parametros de desempenho animal entre os tratamentos (Tabela 4.4).
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Figura 4.1 - Consumo de concentrado (g/dia), de acordo com a idade, por bezerros
suplementados ou ndao com probioticos via oral

Em geral, o objetivo de fornecer probidticos de bactérias ruminais para bezerros é
estabelecer e manter o mais estavel possivel 0s microrganismos intestinais o que
consequentemente resulta num melhor desempenho, principalmente quando esses animais
jovens passam por algum estresse, que pode causar alteragdes na populagdo microbial do trato
gastrointestinal (KREHBIEL et al., 2003; SAVAGE, 1977). Entretanto, o fornecimento de
probidtico nédo teve efeito significativo (P>0,05) em relagdo ao consumo durante o periodo de
aleitamento e também no periodo de desaleitamento, quando os animais sdo submetidos a
grande estresse.

O consumo de concentrado em quantidades relativamente pequenas no periodo de
aleitamento (1-6 semanas), conforme mostra a Figura 4.1, provavelmente é devido a maior
quantidade de MS e energia metabolizavel atraveés do sucedaneo fornecido aos animais e
também pela quantidade acima do que habitualmente é recomendado (10% peso vivo ao
nascer). Em diversos estudos foi demonstrado que quanto maior é o volume de dieta liquida
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fornecida, menor é o consumo de dieta sélida (JASPER; WEARY, 2002; RINCKER et al.
2011; DE PAULA, 2012).

O peso corporal e 0 ganho de peso diario médio ndo foram afetados pelo fornecimento
de probidtico durante o periodo experimental (P>0,05) (Tabela 4.4). Embora tenha havido
efeito significativo de idade nestes parametros (P<0,0001), ndo houve efeito significativo da
interacdo tratamento x idade (P>0,05).
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Figura 4.2 - Peso corporal (kg), de acordo com a idade, por bezerros suplementados ou nédo
com probidticos via oral

O peso corporal dos animais teve um aumento crescente durante o periodo do
experimento (Figura 4.2), com uma pequena queda na segunda semana, fato relativamente
comum, uma vez que nessa idade a ocorréncia de disturbios gastrointestinais como a diarreia
é bastante frequente, provocando perda de peso nos bezerros. Apds a interrupcdo do
fornecimento de sucedaneo lacteo, a taxa de crescimento foi maior, acelerando o aumento do
peso corporal dos animais.

O ganho de peso diario (GPD) dos animais teve uma variagdo (Figura 4.3), com
ganhos diarios negativos na segunda semana, devido a maior freqliéncia de diarreias. Ao
desaleitamento houve uma pequena queda no GPD nos animais recebendo probiético, mas
nada que afetasse de modo significativo a média de peso corporal dos animais. Este fato esta
relacionado ao baixo consumo de concentrado no periodo de desaleitamento com 6 semanas

de vida, o que provavelmente ndo foi suficiente para preparar o rimen destes animais para
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dieta exclusivamente sélida. Apds o desaleitamento, o ganho de peso foi crescente para ambos
os tratamentos, principalmente a partir da sétima semana quando houve um aumento abrupto
no GPD dos animais, reflexo de adaptacdo ao desaleitamento e do aumento do consumo de

concentrado inicial.
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Figura 4.3 - Ganho de peso diario (g/dia), de acordo com a idade, por bezerros suplementados
ou ndo com probioticos via oral

Os resultados obtidos em alguns estudos demonstram que o fornecimento de
probidtico evita a perda de peso em animais durante as duas primeiras semanas de vida,
periodo mais critico aos bezerros, sendo que esse fator ajuda os animais a se recuperarem de
forma mais rapida de disturbios como a diarreia (CRUYWAGEN, JORDAAN, VENTER,
1996; MEYER et al., 2001; TIMMERMAN et al., 2005).

Avaliar o crescimento de animais jovens através de peso e ganho de peso é
extremamente importante para avaliar 0 manejo geral e manejo alimentar, porém ndo €
suficiente. Normalmente, quando h& perda de peso corporal do animal, ndo deve ser
considerada somente perda de tecido adiposo, principalmente em periodo onde o animal
apresenta quadros de diarreia, uma vez que a perda de peso também inclui diminuicdo de agua
no organismo devido a desidratacdo, o que ndo representa o desempenho animal em si
(LUCCI, 1989). Por isso, avaliar o crescimento corporal do animal, com medidas do
perimetro toracico, largura da garupa e altura da cernelha é importante para discutir sobre o
desempenho geral obtido em termos de crescimento. As medidas corporais obtidas neste
estudo estdo apresentada na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 - Perimetro toracico, altura na cernelha e largura da garupa de bezerros
suplementados ou ndo com probidticos via oral

Tratamento —— P<@

Controle Probidtico T I TxI
Perimetro toracico (cm)
Inicial® 77,2 77,7 0,94 0,71
Ao desaleitamento® 80,9 82,0 0,94 0,42
Média do periodo total 81,56 82,15 0,79 0,61 <,0001 0,96
Ganho, cm/semana 1,36 1,32 0,09 0,79 <,0001 0,88
Altura na cernelha (cm)
Inicial® 75,35 75,51 0,97 0,88
Ao desaleitamento® 78,95 79,6 0,97 0,56
Média do periodo total 78,92 78,97 0,91 0,96 <,0001 0,45
Ganho, cm/semana 0,90 0,77 0,08 0,26 0,18 0,28
Largura da garupa (cm)
Inicial® 20,05 20,48 0,34 0,31
Ao desaleitamento® 22,01 21,71 0,34 0,47
Média do periodo total 21,78 21,61 0,30 0,62 <,0001 0,30
Ganho, cm/semana 0,42 0,31 0,04 0,07 0,05 0,65

@ EPM: erro padrdo da média
@ T = efeito entre os tratamentos; | = efeito da idade dos animais; TxI = efeito entre tratamento e idade
@ Inicial = valores médios a primeira semana, Ao desaleitamento = valores médios a sexta semana

Como ¢é possivel observar na Tabela 4.5, ndo houve efeito da suplementacdo com
probidtico (P>0,05) nas medidas de crescimento corporal avaliadas. Como esperado, houve
efeito da idade (P<0,0001) para as medidas de perimetro torécico, altura na cernelha e largura
da garupa, uma vez que 0s animais estavam em crescimento. Resultados semelhantes foram
encontrados em estudos realizados por Jenny, Vandijk e Collins (1991); Higginbotham; Bath
(1993) e Duarte et al. (2006).

Os resultados observados na Figura 4.4, demonstram que tanto os animais recebendo
probidticos como os animais do tratamento controle obtiveram um crescimento positivo

continuo de acordo com a evolucdo da idade dos animais.
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Figura 4.4 - Medidas do perimetro torécico, altura na cernelha e largura da garupa, de acordo
com a idade, por bezerros suplementados ou ndo com probiéticos via oral
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Em geral, resultados relativos ao desempenho animal e consumo em bezerros
recebendo ou ndo probidticos sdo muito diversos.

Em um estudo realizado por Timmerman et al. (2005) com 360 bezerros da raca
Holandés, no periodo de inverno, observou-se que animais suplementados com probidticos da
espécie Lactobacillus obtiveram resultados positivos em relacdo ao peso corporal durante as
duas primeiras semanas de vida, ganho de peso diario durante as 8 primeiras semanas de vida
e melhora na eficiéncia alimentar e peso corporal depois da 8% semana de vida dos animais.

Cruywagen, Jordan e Wenter (1996) obtiveram resultados semelhantes somente nas
duas primeiras semanas de idade, com animais recebendo probidtico L. acidophilus
apresentando maior ganho de peso diério (P<0,01) que os animais controle. Além disso, 0s
animais controle tiveram perda de 4% do peso inicial na segunda semana de vida, enquanto 0s
animais recebendo probiotico praticamente mantiveram o peso inicial nessa fase, perdendo
apenas 0,8% do peso inicial.

Meyer et al. (2001) realizaram experimento com 69 bezerros da ragca Holandés para
avaliar a adicdo de probidtico constituido por Lactobacillus acidophilus, Enterococcus
faecium e Saccharomyces cerevisiae. O fornecimento de probidtico melhorou o ganho de peso
(com probiodtico=0,22 vs. sem probidtico=0,16 kg/dia), conversdo alimentar até o
desaleitamento (2,62 vs. 3,85) e conversdo alimentar ap6s o desaleitamento (1,66 vs. 2,03).

Em contrapartida h& estudos onde os resultados foram nulos em relacdo a
suplementacdo de probidtico em bezerros leiteiros. Duarte et al. (2006) ndo observaram efeito
positivo da suplementacdo de 12 g/dia de probidtico em estudo com 20 bezerros, em relacéo
ao desempenho durante o aleitamento e também durante o periodo de desaleitamento na
oitava semana de vida. Em outro estudo, onde os animais receberam 6 litros/dia de dieta
liguida com probidtico, ndo houve diferenca significativa no ganho de peso e medidas
corporais dos animais recebendo probidtico com os animais do grupo controle
(GONCALVES et al., 2000).
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4.9.3 Escore fecal

O escore fecal, ou seja, caracteristica fluida das fezes foi avaliada conforme Larson et
al. (1977), onde o escore vai de 1 a 4. O autor caracterizou os escores de acordo com a fluidez
como: 1 = fezes firmes; 2 = ndo possui forma e se espalha um pouco (ex.: consisténcia de
sorvete); 3 = consisténcia pastosa para liquida (ex.: massa de bolo); 4 = consisténcia liquida
(ex.: suco de laranja).

Embora se esperasse que a suplementacdo com probiotico causasse uma diminui¢do na
ocorréncia de diarreias nos bezerros, ndo foi observado efeito (P>0,05) no escore fecal dos
animais, nem no periodo de aleitamento, nem no periodo apds o desaleitamento (Figura 4.5).
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Figura 4.5 - Escore fecal (sendo 1 = fezes normais e 4 = diarreia severa), de acordo com a
idade, por bezerros suplementados ou ndo com probiéticos via oral

No gréafico (Figura 4.5) escore fecal acima de 2,5 é considerado diarreia. Segundo
Millemann (2009), é comum que na segunda e terceira semana de idade a ocorréncia de
diarreia em bezerros seja mais frequente, entrentanto é evidente que no periodo de
aleitamento (até a sexta semana), o escore fecal foi relatado sempre alto, indicando sempre
diarreia, ou seja, escore acima de 2,5. Provavelmente esse alto indice de diarreia seja
consequéncia da quantidade de dieta liquida que os animais consumiam (6 litros/dia ou
=15,4% do peso corporal ao nascer/dia). Bezerros que recebem uma quantidade de dieta
liquida maior que do que o normal recomendado (=10% do peso corporal ao nascer/dia),
tendem a apresentar fezes mais fluidas durante o periodo de aleitamento (DE PAULA, 2012;
DIAZ et al., 2001).
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Em relacdo a estudos relacionando salde dos animais com a suplementacdo de
probioticos, os resultados obtidos sdo variados. Gorguli et al. (2003), realizou um
experimento fornecendo 2 g/dia de probidtico de bactérias da espécie Lactobacillus e concluiu
que o fornecimento melhorou o quadro geral de salde dos animais, com diminuicdo de
ocorréncia de diarreia e problemas respiratérios, diminuindo o custo com medicamentos.
Outro estudo realizado por Timmerman et al. (2005) demonstrou que 0 uso de probioticos
reduz a incidéncia e o nimero médio de dias com diarreia em animais, consequentemente
diminuindo a taxa de mortalidade.

Ja em outros estudos, resultados como obtidos por Gongalves et al. (2000), o uso de
probidticos com bactérias Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus lactis e Bacillus subtilis
em bezerros nédo proporcionou diferenca com o tratamento controle em relacdo a ocorréncia
de diarreias ou mortalidade dos animais.

Higginbotham e Bath (1993) realizaram dois experimentos, o primeiro utilizando
probioticos de Lactobacillus acidophilus com 116 bezerros da raca Holandés, e o segundo
utilizando probio6ticos L. acidophilus e Streptococcus faecium com 75 bezerros. Em nenhum
dos experimentos foi observada diferenca (P>0,05) em relacdo ao escore fecal ou ocorréncia
de diarreia nos animais suplementados ou ndo. Resultados semelhantes também foram obtidos
por Garcia (2008).

E importante ressaltar que a diarreia em bezerros é algo comum com etiologias
multifatoriais, tendo como suma importancia diversos fatores como consumo de colostro nos
dois primeiros dias de vida, manejo, caracteristicas climaticas e caracteristicas do ambiente
onde os animais sdo criados. As vantagens que a utilizacdo de probioticos pode trazer aos
animais podem ser anuladas quando um ou mais desses fatores sdo prejudiciais aos bezerros,

resultando em danos a salde desses animais.

4.9.4 Anélises bioquimicas plasmaticas

Todas as analises bioguimicas realizadas (glicose, B-hidroxibutirato, proteinas totais e
albumina) ndo apresentaram diferencas (P>0,05) entre os tratamentos, com excessdo da
concentracdo de cortisol onde a média do periodo total (P<0,05) e média no periodo de
desaleitamento (P<0,04) foi maior para os animais recebendo probiotico, no entanto néo
houve efeito de idade relacionado a concentracdo plasmatica de cortisol. Para os outros
pardmetros plasmaticos analisados, foi observado efeito da idade dos animais (P<0,001),

conforme apresentado na Tabela 4.6 e Figuras 4.6 a 4.10.
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Tabela 4.6 - Concentragdes plasmaticas de glicose, B-hidroxibutirato (BHBA), proteinas
totais, albumina e cortisol de bezerros suplementados ou ndo com probioticos

via oral
Tratamento EPM® p<®

Controle Probiotico T I TxI
Glicose, mg/dL
Inicial® 90,06 87,42 3,56 0,58
Ao desaleitamento® 71,96 70,44 3,56 0,76
Média do periodo total 81,08 77,96 2,34 0,30 <,0001 0,17
BHBA, mmol/L
Inicial® 0,039 0,050 0,03 0,80
Ao desaleitamento® 0,178 0,173 0,03 0,91
Média do periodo total 0,196 0,213 0,02 0,48 <,0001 0,86
Proteinas totais, mg/dL
Inicial® 5,73 6,13 0,23 0,23
Ao desaleitamento® 6,11 6,17 0,35 0,91
Média do periodo total 6,31 6,40 0,17 0,72 <,0001 0,72
Albumina, mg/dL
Inicial® 2,59 2,68 0,13 0,63
Ao desaleitamento® 2,62 2,67 0,12 0,76
Média do periodo total 2,81 2,85 0,07 0,68 <,0001 0,88
Cortisol, pg/dL
Ao desaleitamento® 1,132 1,56° 0,14 0,04
Média do periodo® 1,112 1,31° 0,07 0,05 0,16 0,22

M EPM: erro padrio da média

@ T = efeito entre os tratamentos; | = efeito da idade dos animais; TxI = efeito entre tratamento e idade
@ Inicial = valores médios a segunda semana, Ao desaleitamento = valores médios a sexta semana

@ Valores médios relativos & quarta, sexta e oitava semana de idade

A andlise e o acompanhamento de valores de alguns componentes sanguineos
contribuem para que seja possivel realizar um melhor monitoramento do status nutricional e
desenvolvimento do animal. Além disso, sdo excelentes ferramentas para monitorar o
desempenho de um unico animal ou de um rebanho, diagnosticar distirbios metabdlicos ou
qualquer outro parametro que ajude no diagnostico de alguma patologia (LIMA et al., 2012).

Os valores de glicose observados na Figura 4.6 representam valores de pico devido a
metodologia utilizada para obtencdo de amostras sanguineas. Os valores de glicose nédo

diferiram estatisticamente entre os tratamentos.



144

Glicose, mg/dL
(=)
Lh

Semana

—¢— Controle +-4#-- Probidtico

Figura 4.6 - Concentracbes plasmaticas de glicose (mg/dL), de acordo com a idade, por
bezerros suplementados ou ndo com probidticos via oral

Os valores se encontram na faixa da normalidade. Segundo Swenson; Reece (1996),
valores de glicose em bezerros em aleitamento variam de 80 a 120 mg/dL. Outros autores
relatam valores um pouco menores, porém dentro dos valores observados neste estudo. Bittar
et al. (2009) relataram valores médios de glicose plasmatica para bezerros holandeses entre
69,22 e 72,90 mg/dL. Bernardes et al. (2007), obteve valores médios de glicose em seus
estudos em torno de 69,6 mg/dL.

Valores plasmaticos de glicose apresentaram um comportamento decrescente
conforme o avango da idade dos animais, sendo essa queda devido a transicdo dos animais de
pré-ruminante para ruminantes funcionais. Bezerros na fase de pré-ruminante possuem uma
digestdo bastante semelhante a de monogastricos, ou seja, a dieta liquida consumida €
absorvida pelo intestino e metabolizada transformando lactose em glicose circulante. Com 0
desenvolvimento das func¢des do rimen como camara de fermentacéo e aumento da populagéo
de microrganismos ruminais, h& um aumento da producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), as quais se tornam a fonte principal de energia para os bezerros. Com isso ha uma
modificacdo no metabolismo, com diminui¢do da capacidade de absorcdo de glicose pelo
intestino delgado (HAYASHI et al., 2006)

Segundo Donkin e Armentano (1995), a glicose proveniente da dieta liquida vai tendo

seus valores diminuidos conforme a idade, como reflexo do desenvolvimento ruminal e
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também devido a diminuicdo significativa da capacidade que os hepatdcitos possuem de
metabolizar lactato em glicose.

As concentragdes plasmaticas de p-hidroxibutirato observadas nos animais
suplementados com probidtico e nos animais do grupo controle se apresentaram dentro de
faixa normal, com valores crescentes conforme a idade dos animais (Figura 4.7). Coverdale et
al. (2004) obtiveram resultados semelhantes, com média do periodo total de 0,16 mmol/dL,
0,11 mmol/dL antes do desaleitamento e 0,35 mmol/dL no periodo ap6s o desaleitamento.
Concentragdes plasmaticas de B-hidroxibutirato observadas na Figura 4.12 durante a quarta e
quinta semana em animais sendo alimentados com 6 litros de sucedaneo por dia corroboram
com trabalho feito por Kristensen et al. (2007). Em teoria, o fornecimento de bactérias
ruminais via oral para bezerros, poderia proporcionar ao rimen, um ambiente mais adequado
a um desenvolvimento precoce, devido que essas bactérias sdo responsaveis pela fermentacao
de alimentos sélidos ingeridos por ruminantes, entretanto neste estudo, ndo houve esse

possivel efeito benéfico.
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Figura 4.7 - ConcentragOes plasmaticas de B-hidroxibutirato (mmol/L), de acordo com a

idade, por bezerros suplementados ou ndo com probidticos via oral

Para que o rumen se desenvolva e comece a produzir AGCC e estabilizar a microflora,
é preciso que o animal pré-ruminante comece a consumir matéria seca proveniente de dieta
solida, de preferéncia alimento concentrado devido ao seu perfil de fermentagcdo. Com o
desenvolvimento do rimen ha um aumento na producdo de AGCC, inicio do metabolismo

ruminal com producdo de corpos cetbnicos pelo epitélio ruminal. Durante as primeiras
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semanas de vida dos bezerros, o tecido epitelial do rimen oxida glicose e butirato a taxas
semelhantes. Conforme o avanco da idade dos animais ocorre uma diminuic¢do da oxidacdo de
glicose e aumento da oxidacdo de butirato (QUIGLEY et al., 1991; BALDWIN et al., 2004).

Dos corpos cetdnicos, o B-hidroxibutirato € 0 mais predominante e estavel encontrado
na corrente sanguinea, por isso ¢ usualmente o mais mensurado (SANTOS, 2006). B-
hidroxibutirato é um forte pardmetro para estimar o desenvolvimento do rimen, uma vez que,
bezerros véo se tornando ruminantes funcionais com o avancar da idade e com o aumento do
consumo de alimentos sélidos, consequentemente comecam a utilizar os AGCC como
principal fonte de energia, metabolizando-0s em corpos cetonicos. Esse fato se torna mais
acentuado ap6s o desaleitamento (HAGA et al., 2008).

As concentraces de proteinas plasmaticas totais ndo foram afetadas de forma
significativa (P>0,05) em resposta a suplementacdo de probiéticos via oral. Foi observado
efeito da idade nas concentragdes, com valores crescentes de acordo com o avango da idade
dos animais (Figura 4.8).
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Figura 4.8 - Concentracdes plasmaticas de proteinas totais (mg/dL), de acordo com a idade,
por bezerros suplementados ou ndo com probidticos via oral

Segundo Luca e Reis (2001), a concentracdo de proteina total plasmatica é um bom
parametro para avaliar a saude e estado nutricional de um animal, uma vez que valores
elevados podem indicar casos de desidratacdo. Dentre as proteinas totais no plasma, existem

mais de trezentos tipos que ja foram identificadas, cada uma com sua funcdo, sendo que
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concentracdes fora do normal podem ser consequéncias de patologias. Em geral, sua funcao
no organismo do animal é o equilibrio acidobésico, pressdo oncotica, imunidade humoral,
transporte, atividade enzimatica e coagulacdo (MOTTA, 2009).

Poucos trabalhos avaliam o efeito da suplementacdo de probidtico nas concentragdes
plasméticas de proteina total. Conforme Costa et al. (2007) é conhecido que, logo apds o
nascimento do bezerro as concentragdes de proteina total no sangue sdo baixas devido a
correlagdo com a concentracdo de imunoglobulina que é baixissima ao nascer. Com a ingestédo
de colostro ocorre um rapido aumento da fracdo de globulinas o que aumenta também as
concentraces de proteinas totais. Conforme a idade do animal avanca, sua capacidade
endogena de produgdo de imunoglobulina aumenta, consequentemente os valores de proteinas
totais se tornam crescente com a idade, de acordo com o demonstrado na Figura 4.8, onde a
concentracdo de proteina seérica total apresentou variacdes estatisticamente significativas
(p<0,0001) com o desenvolvimento etario.

As concentragdes de albumina (Figura 4.9) ndao foram afetadas de forma significativa
(P>0,05) pela suplementacdo de probioticos via oral. No entanto, foi observado efeito
significativo de idade nas concentracdes de albumina, embora ndo tenha havido efeito da

interacdo idade e suplementacdo de probiotico (P>0,05).
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Figura 4.9 - Concentragdes plasméticas de albumina (mg/dL), de acordo com a idade, por
bezerros suplementados ou ndo com probidticos via oral

A albumina compreende em torno de 60% das proteinas presentes no plasma, com

tendéncia a diminuir sua porcentagem em relacdo a proteinas totais de acordo com o avango
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etario dos animais, devido a uma maior producdo de globulinas (KANEKO, 1997; MOTTA,
2009). Suas funcbes no organismo sdo varias, dentre as mais importantes esta a contribuicéo
do efeito osmdtico do plasma e transporte e armazenamento de varias substancias pouco
solGveis em agua, como o calcio e alguns hormdnios, que sao regulados, de certa forma, pela
albumina (MOTTA, 2009). Os valores obtidos de albumina (Figura 4.9) sdo compativeis aos
trabalhos realizados por Daniele et al. (1994); Coppo (2004); Lima et al. (2012), podendo

entdo serem considerados normais.
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Figura 4.10 - Concentragdes plasmaticas de cortisol (ug/dL), durante a quarta, sexta (periodo
de desaleitamento) e oitava semana de idade de bezerros suplementados ou nédo
com probidticos via oral

O cortisol é o principal hormonio glicocorticoide produzido pelo cortex suprarenal,
que provoca varias mudangas no metabolismo do organismo. Na corrente saguinea, a maior
parte do cortisol encontra-se ligada a proteinas como, por exemplo, a albumina e o restante,
considerado o cortisol ativo, encontra-se na forma livre no plasma. Sua concentracdo
sanguinea é muito inconstante, pois a vida média é de 80-100 min (BUERNO; GOUVEA,
2011).

O estresse € um dos principais fatores que estimulam o cértex e a medula adrenal,
resultando na sintese de hormdnios relacionados ao estresse como a adrenalina e o cortisol.
Altas concentragdes de cortisol, além de provocar mudancas no metabolismo da glicose,
provocam mudancas no sistema imunoldgico do animal, induzindo o aumento de neutrofilos
circulantes e diminuicdo de linfécitos. Devido ao cortisol estar envolvido na linfopenia, o

aumento da sua sintese no organismo significa a diminuicdo da efetividade da resposta
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imunitéaria, aumentando a propensdo ao surgimento de uma enfermidade, por isso, animais
que passam por periodos prolongados de estresse (estresse cronico) sdo mais susceptiveis a
doencas (PAES et al., 2012).

Para bezerros, varias situacfes podem ser consideradas situacdes de estresse tanto
psicologico como fisico (GRANDIN, 1997), mas para Loerch e Fluharty (1999) o
desaleitamento € um dos fatores mais estressantes a esses animais, pois além da mudanca de
dieta, esses animais normalmente séo submetidos a um novo ambiente.

Segundo USDA (2007) o momento de decisdo para o desaleitamento deve ser baseado
na quantidade de consumo de concentrado diario relativo a 2% do peso vivo ao nascer, por
trés dias consecutivos, normalmente animais com 8,2 semanas de idade estdo preparados para
essa transicdo alimentar. Neste trabalho os animais recebendo probidtico foram desaleitados
com 6 semanas de idade consumindo a quantidade de 1,06% do peso vivo ao nascer de
concentrado inicial, e o grupo controle consumindo apenas 0,88%.

Para amenizar o estresse do desaleitamento, na situacdo de baixo consumo de
concentrado nessa fase, foi realizado desaleitamento de forma gradual, reduzindo a
quantidade de sucedaneo lacteo gradativamente por 4 dias.

Em um estudo realizado por Sweeney et al. (2010), avaliou o desaleitamento de forma
abrupta e gradual em 22, 10 ou 4 dias, sendo todos os animais desaleitados com 41 dias de
idade, os bezerros eram aleitados com leite pasteurizado na quantidade maxima de 12 kg/dia.
Como conclusdo dez dias apds o desaleitamento dos animais, os animais desaleitados de
forma abrupta perderam peso, enquanto os desaleitados de forma gradual obtiveram ganho de
até 500g/dia e maior consumo de concentrado.

Dessa forma pode-se dizer que quando os animais submetidos ao sistema de
desaleitamento precoce, e ingerindo dieta liquida em quantidades acima das recomendadas, 0
desaleitamento gradual pode ser benéfico. De acordo com a Figura 4.10, os niveis de cortisol
dos animais apresentaram valores normais, correspondendo a trabalhos realizados por Hickey
et al. (2003), Earley e Crowe (2002), Graf e Senn (1999), significando auséncia de estresse
prolongado, principalmente no periodo de desaleitamento.

Durante o periodo de desaleitamento (62 semana) houve uma concentracdo de cortisol
sérico maior nos animais recebendo probidtico em comparacdo ao grupo controle, essa
diferenca foi estatisticamente significativa, entretanto, na pratica as medias de concentracdes
de cortisol sérico estdo normais e baixa. Também em relacdo a 62 semana, as concentracdes de
cortisol apresentaram valores um pouco acima em comparacdo a 4% e 8% semana,

provavelmente por consequéncia do desaleitamento (Figura 4.10).
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Em um trabalho realizado por Penha et al. (2011), avaliou-se a concentracdo de
cortisol sérico em bovinos submetidos a estresse recebendo e ndo recebendo probioticos
composto por bactérias Lactobacillus acidophilus, Estreptococus faecium, Bifedobacterium
thermoplhilum e Bifedobacterium longum. Os resultados encontrados por Penha et al. (2011)
foram opostos ao deste trabalho, sendo que os animais do grupo controle, ap6s exposicdo a
agentes estressores tiveram niveis de cortisol sérico maiores (P<0,05) em 22,8% em
comparacdo aos animais recebendo probidtico. J& em um trabalho realizado por Ballou
(2011), o forcecimento de probidtico ndo teve efeito significativo (P<0,134) em relacdo ao
nivel de cortisol sérico em relagcdo aos animais do grupo controle.

Um dos fatores que poderia provocar estresse cronico aos animais seria o fator
climatico, porém conforme os indices de conforto térmico registrados durante todo o periodo
experimental (Figura 3.5 e Figura 3.6) demonstrou que 0s animais ndo sofreram estresse

devido ao clima, corroborando com os baixos dados de cortisol registrados (Figura 4.10).

4.9.5 Hemograma

Em relac&o ao eritrograma, com excec¢do do hematdcrito inicial realizado na 2% semana
de vida dos animais, os valores médios ndo apresentaram diferencas (P>0,05) entre 0s
tratamentos. Foi observado efeito da idade dos animais (P<0,05) para esses parametros,
conforme apresentado na Tabela 4.7.

O hematdcrito, também chamado de volume globular, representa a percentagem de
eritrocitos no sangue. E um dos exames mais Gteis no estudo da série vermelha e com ele
podemos obter inimeras informacbes. Os principais fatores clinicos que podem causar
alteracfes no hematocrito sdo as anemias e alteragdes na hidratacdo, que podem refletir
diretamente na proporc¢édo células vermelhas/plasma do sangue (LOPES; BIONDO; SANTOS,
2007).
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Tabela 4.7 - Hematdcrito, contagens totais de eritrocitos e volume globular médio obtido no
hemograma de bezerros suplementados ou ndo com probidticos via oral

Tratamento EPM® pP<@

Controle Probio6tico T I TxI
Hematocrito, %
Inicial® 25,82 31,1° 1,55 0,03
Ao desaleitamento® 24,5 23,7 1,41 0,72
Média do periodo total 24,1 25,9 1,02 0,24 0,001 0,11
Eritrocitos totais, (x108/uL)
Inicial® 9,94 10,00 0,92 0,96
Ao desaleitamento® 6,57 6,32 0,40 0,67
Média do periodo total 7,12 7,19 0,30 0,85 <,0001 0,56
VGM (fL)
Inicial® 27,19 33,48 3,19 0,18
Ao desaleitamento® 38,33 36,91 2,80 0,72
Média do periodo total 35,41 36,94 1,62 0,52 0,04 0,71

MW EPM: erro padrdo da média

@T = efeito entre os tratamentos; | = efeito da idade dos animais; TxI = efeito entre tratamento e idade
® Inicial = valores médios a segunda semana, Ao desaleitamento = valores médios a sexta semana

Segundo Millemann (2009), além dos fatores climaticos, o agente etiolégico da

diarreia pode provocar diferentes niveis de desidratacdo, fator que pode explicar a diferenca

significativa (P<0,05) nos valores de hematdcrito na segunda semana, com os valores dos

animais recebendo probidtico sendo maior e estabilizando na sexta semana de vida (Figura

4.11).
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Figura 4.11 - Valores de hematdcrito (%), de acordo com a idade, por bezerros suplementados

ou ndo com probidticos via oral
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Valores altos nos exames do eritrograma de bezerros nas primeiras semanas de vida,
como hematdcrito, contagem de eritrocitos e hemoglobina sdo considerados normais com
tendéncia a diminuicdo gradativa desses valores até se estabilizarem (JAIN, 1993). Nos
valores obtidos neste trabalho, pode-se observar exatamente isso, como é possivel observar
nas Figuras 4.11 e 4.12.
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Figura 4.12 - Contagem total de eritrocitos (x10%uL) de acordo com a idade, por bezerros
suplementados ou ndo com probidticos via oral
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Figura 4.13 - Volume globular médio (fL) de acordo com a idade, por bezerros suplementados
ou ndo com probidticos via oral
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O volume globular médio (VGM), que representa o tamanho das hemacias, é uma
analise realizada principalmente para diagnosticar anemia em um individuo no rebanho,
notificando se a anemia é do tipo microcitica ou macrocitica. E um pardmetro importante para
diagnosticar se valores anormais do hematocrito representam apenas desidratacdo ou algo a
mais. Os valores obtidos (Figura 4.13) mantiveram-se dentro da faixa de normalidade da
espécie (ONES; ALISSON, 2007; ROCHA et al., 2010; JEZEK et al., 2011), ndo sendo
observada tendéncia de decréscimo com o avancar da idade, como os outros valores de
eritrograma.

Em relagdo ao leucograma, ndo foi observada diferenca significativa (P>0,05) na
contagem total de leucécitos nem na contagem diferencial de leucécitos em fungdo de
suplementacdo com probioticos. No entanto, foi observado efeito da idade dos animais
(P<0,05) para os valores de contagem total de leucdcitos, contagem de neutréfilos
segmentados, neutrofilos bastonetes e monaocitos (Tabela 4.8).

Os valores de contagem diferencial de leucocitos obtidos no experimento (Figura 4.14)
estdo dentro dos valores de referéncia para faixa etaria segundo trabalhos realizados por
Soliman e Zaki (1966), Birgel Junior et al. (2001), Brun-Hansen; Kampen; Lund (2006). O
leucograma € uma ferramenta para avaliar o comportamento dos diversos tipos de células de
defesa do organismo animal. H& vérios fatores do qual contribuem para mudancas nos
parametros leucocitarios tais como fatores etarios (ROCHA et al., 2008), fatores raciais
(BIRGEL JUNIOR et al., 2001), estresse como desaleitamento e transporte, ou por fatores
estressantes climaticos, psicoldgicos ou fisicos (PAES et al., 2012; GRANDIN, 1997).
InfeccBes também desencadeiam respostas do sistema imunol6gico com intuito de combater o
microrganismo invasor (HOKAMA; MACHADO, 1997).

Controle Probioético

0%

%1%

y 0%
4% 3 4% 3%]|~1%

35% 33%

M Linfocitos Neut. Segmentados W Neut. Bastonetes 1l Monocitos Basolilos Eosmofilos

Figura 4.14 — Média do periodo total dos valores relativos da contagem diferencial de
leucdcitos de bezerros suplementados ou ndo com probidticos via oral
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Tabela 4.8 - Contagem total e diferencial dos leucdcitos obtido no leucograma de bezerros
suplementados ou ndo com probidticos via oral

Tratamento EPMO) P<®

Controle Probidtico I TxI
Leucdcitos totais, (x10%/uL)
Inicial® 12,10 12,39 0,82 0,81
Ao desaleitamento® 11,79 10,66 0,82 0,34
Média do periodo total 10,58 10,40 0,49 0,80 0,001 0,60
Linfécitos, (x10%/pL)
Inicial® 573 5,76 0,49 0,97
Ao desaleitamento® 6,54 6,80 0,52 0,73
Média do periodo total 5,97 6,12 0,31 0,75 0,20 1,00
Neutrdfilos segm., (x10%/uL)
Inicial® 5,03 4,84 0,44 0,76
Ao desaleitamento® 4,36 3,24 0,46 0,10
Média do periodo total 3,65 3,47 0,32 0,70 <,0001 0,03
Neutrofilos bast., (n°/pL)
Inicial® 742,28 1148,2° 110,3 0,01
Ao desaleitamento® 454,1 204,3 1168 0,14
Média do periodo total 426,0 459,0 57,6 0,69 <,0001 0,10
Mondcitos, (n°/pL)
Inicial® 4775 578,3 69,7 0,32
Ao desaleitamento® 3171 363,8 73,5 0,66
Média do periodo total 298,8 314,1 41,7 0,81 0,0001 0,80
Basofilos, (n°/pL)
Inicial® 21,6 19,5 13,0 0,91
Ao desaleitamento® 12,3 19,8 13,8 0,71
Média do periodo total 9,8 18,5 6,4 0,34 0,77 0,93
Eosinofilos, (n°/pL)
Inicial® 87,7 51,9 31,8 0,43
Ao desaleitamento® 96,8 40,2 32,9 0,24
Média do periodo total 61,3 58,7 20,3 0,93 0,32 0,19

D EPM: erro padrdo da média

@ T = efeito entre os tratamentos; | = efeito da idade dos animais; TxI = efeito entre tratamento e idade
@ Inicial = valores médios & segunda semana, Ao desaleitamento = valores médios a sexta semana
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Para avaliar o comportamento das células de defesa do organismo, como os linfdcitos
e neutrofilos sdo necessarios dois dados do hemograma: a leucometria, ou seja, contagem total
de leucocitos/uL (Figura 4.15) e a percentagem de cada tipo de célula pertencente ao sistema
imunologico. Apesar da contagem de leucdcitos na segunda semana apresentar uma leve
leucocitose em comparacdo as outras devido ao periodo em que 0s animais sdao mais
susceptiveis a infecgdes, os valores corroboram os valores de referéncia segundo trabalhos
realizados por Birgel Junior (2001) e Jezek et al. (2011).
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Figura 4.15 — Contagem total de leucécitos (n°/ul) de acordo com a idade, por bezerros
suplementados ou ndo com probiéticos via oral

Em ruminantes em geral, a proporcao de neutrofilos e linfocitos geralmente é em torno
de 1:2, e a resposta imunologica em relagdo aos neutrdfilos é mais fraca em comparacdo a
qualquer outra espécie animal (KAHN; LINE, 2011). O estresse agudo € um fator que
desencadeia liberacdo de adrenalina e noradrenalina, que reflete em modificacdes
bioquimicas, enddcrinas, hematoldgicas e fisiologicas. Em relacdo ao sistema imunologico, a
adrenalin estimula a sintese de fatores imunol6gicos (citocinas), que sdo capazes de provocar
linfocitose (aumento de linfcitos) (MARTINEZ; ALVAREZ-MON, 1999).

Na Figura 4.16 é possivel observar uma ligeira linfocitose em ambos os tratamentos na
62 semana (periodo de aleitamento), mas com valores superiores para animais suplementados
com probiotico na semana do desaleitamento (P<0,05), provavelmente devido a descargas de

adrenalinas consequentes do estresse provocado pelo desaleitamento. Entretanto, a linfocitose
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devido a descarga de adrenalina € algo passageiro, seguida posteriormente de linfopenia,
principalmente em estresses prolongados, com aumento do nivel de corticoide no organismo
(FAILACE; FERNANDES; FAILACE, 2009). Pode-se concluir que, apesar dos niveis de
cortisol de ambos tratamentos serem baixos (Figura 4.10) significando auséncia de estresse
cronico, a Figura 4.16 demonstra linfocitose exatamente no periodo de desaleitamento,
provavelmente consequéncia de descarga de adrenalina no momento, sendo um forte

indicador que os animais sofreram estresse pontual e momentaneo apenas.
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Figura 4.16 — Contagem diferencial de linfocitos (n°/uL) e valores relativos (%) de acordo
com a idade, por bezerros suplementados ou ndo com probioticos via oral

Os neutrdfilos em geral sdo células moveis com a funcdo fagocitica, especializada em
destruir microorganismos, liberadas na corrente sanguinea através de mediadores quimicos
consequentes de processos infecciosos (HOKAMA; MACHADO, 1997). A neutrofilia
(aumento de neutrofilos) pode ser consequéncia de descargas adrenérgicas que estimulam a
medula a produzir mais neutréfilos e liberd-los na corrente sanguinea, ou pode ser
consequéncia de uma infeccdo. Infeccdes como no caso de diarreia, podem causar uma alta
neutrofilia de curta duracdo com desvio a esquerda, significando que, hé& producdo e liberacéo
de neutrdéfilos, principalmente neutréfilos jovens, entretanto, sdo rapidamente perdidos na luz
intestinal (FAILACE; FERNANDES; FAILACE, 2009).

Na Figura 4.17, é possivel observar neutrofilia na segunda semana de idade dos

animais, com valores ligeiramente maiores do que os valores de referéncia de 3.253+952/uL
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(ROCHA et al. 2010) e 3.109+2.067/uL (BIRGEL JUNIOR et al., 2001). Também na
segunda de semana de idade dos animais, foi observado neutrofilia com desvio a esquerda
(Figura 4.18), com diferenca significativa (P<0,05), mostrando que os animais recebendo
probidtico tiveram um estimulo maior do sistema imunolégico em combater agentes

infecciosos.
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Figura 4.17 — Contagem diferencial de neutrofilos segmentados (n°/uL) e valores relativos
(%) de acordo com a idade, por bezerros suplementados ou nd&o com
probidticos via oral

Esses resultados sdo condizentes a Figura 4.10, ou seja, bezerros sdo mais susceptiveis
a incidéncia de diarreia na segunda semana de vida. De acordo com o escore de fezes
realizado e os dados do leucograma € possivel concluir que os animais apresentaram diarreia
de origem infecciosa durante o periodo proximo a segunda semana de vida. Os valores
leucocitarios, principalmente de neutrofilos, se tornaram normais depois da segunda semana,
entretanto, o escore fecal foi relativamente alto até a sexta semana, provavelmente devido a
ingestdo de dieta liquida maior do que 10% do peso corporal ao nascer. Outro fator que
cauciona essa razao é que ap6s o corte de fornecimento de dieta liquida o escore fecal cai

drasticamente, representando que as fezes dos animais se tornaram firmes.
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Figura 4.18 — Contagem diferencial de neutr6filos bastonetes (n°/uL) e valores relativos
(%)de acordo com a idade, por bezerros suplementados ou ndo com
probidticos via oral

Poucos trabalhos avaliaram o efeito do fornecimento de probidticos de bactérias
ruminais nos valores de eritrograma e leucograma. Quintero-Gozalez, Comerford e Varga
(2003) realizaram um trabalho fornecendo probidticos com bactérias Lactobacillus
acidolphilus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Lactobacillus lactis, Lactobacillus
acidolphilus para 56 animais da raga Holandés desde o nascimento até a oitava semana de
vida, e ndo observaram alteracbes no hemograma dos animais. No trabalho de Kim et al.
(2011), com a comparacao do fornecimento de antibiotico e probidtico de bactérias ruminais
via sucedaneo para 44 animais, também nao mostrou diferencas no hemograma. Os resultados
observados neste trabalho mostram valores semelhantes aqueles nos trabalhos realizados por
Kim et al. (2011) e Quintero-Gozalez, Comerford e Varga (2003).

4.10 Conclusoes

As avaliagbes de desempenho e as analises sanguineas realizadas neste estudo
sugerem que o fornecimento via oral de probioticos constituidos por bactérias ruminais para
bezerros em periodo de aleitamento e pos-desaleitamento ndo apresenta beneficios para os
animais, como por exemplo um melhor desempenho, melhor estado de satde ou menor indice

de estresse em periodos criticos como o desaleitamento.
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