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Resumo

SOARES, dos Santos Paola. Perfil Metabdlico e Proteinas de Fase Aguda em
Bezerras Suplementadas com Saccharomyces cerevisiae e Metabdlitos de
Fermentacdo de Levedura Hidrolisada em Diferentes Sistemas de Criagéo.
2017. 51f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e Bioprospecg¢éo) - Programa de
Pos-Graduacao em Bioquimica e Bioprospecgéo. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

A nutricdo de bezerros na fase que compreende o nascimento até o desmame, esta
relacionado intimamente com o desenvolvimento e fungédo do sistema imune. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo com
Saccharomyces cerevisiae e metabolitos de fermentacdo de levedura hidrolisada
sobre o perfil bioquimico clinico de bezerras leiteiras durante o periodo neonatal em
diferentes sistemas de criagdo e analisar se a suplementacédo influenciou o
metabolismo do neonato durante o acometimento por diarreia. O estudo foi realizado
em uma propriedade leiteira comercial, no municipio de Rio Grande/RS, utilizando
48 bezerras higidas, da raca Holandés, a partir de um dia de vida. As bezerras foram
alojadas em sistemas diferentes, e divididas em quatro grupos, sendo eles: Baia
Levedura (n=14), Baia Controle (n=16), Estaca Levedura (n=8) e Estaca Controle
(n=10). Os grupos Levedura receberam 8mL/dia durante 42 dias de
Saccharomycescerevisiaee metabolitos de fermentacdo de levedura hidrolisada.
Foram realizadas coletas de sangue por puncao da veia jugular, nos dias 1, 7 e 14
apos o nascimento, para analise do perfil bioquimico. Neste estudo a suplementacao
com S. cerevisiae e metabdlitos de fermentacado de levedura hidrolisada nao teve
efeito sobre o perfil bioquimico clinico em bezerras leiteiras durante o periodo
neonatal, mas foi observada diferengca em alguns metabdlitos em relagédo ao sistema
de criacado de bezerras, onde os animais criados em estacas apresentaram menores
concentracdes séricas de albumina e paraoxonase, indicando maior suscetibilidade
a doencas infecciosas, além de menor valor de calcio total, fésforo e magnésio. Os
animais criados em Baias conseguiram manter seus animais mais proximos dos
valores de referéncia, o que mostra uma melhor eficiéncia de criacdo desses
animais neste tipo de ambiente.

Palavras-chave: Ambiente, bezerras, diarreia, probioticos.



Abstract

SOARES, dos Santos Paola. Profile Metabolic and Acute Phase Proteins in
Heifers Supplemented with Saccharomyces cerevisiae and Metabolites of
Fermentation of Hydrolyzed Yeast in Different Creation Systems. 2017. 51f.
Dissertation (Master in Biochemistry and Bioprospecting) - Programa de Pés-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospecgdo. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Nutrition of calves in the stage from birth to weaning is closely related to the
development and function of the immune system. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the effect of supplementation with Saccharomyces cerevisiae
and hydrolyzed yeast fermentation metabolites on the clinical biochemical profile of
dairy heifers during the neonatal period in different breeding systems and to analyze
whether supplementation influenced the neonate's metabolism during Diarrhea. The
study was developed out in a commercial dairy farm in the city of Rio Grande / RS,
using 48 healthy one-day-old Holstein heifers. The heifers were housed in different
systems and divided into four groups: Baia Yeast (n = 14), Control Baia (n = 16),
Yeast Stake (n = 8) and Control Stake (n = 10). Yeast groups received 8 ml / day for
42 days of Saccharomyces cerevisiae and hydrolysed yeast metabolites. Blood
samples were collected by puncture of the jugular vein on days 1, 7 and 14 after birth
to analyze the biochemical profile. In this study, supplementation with S. cerevisiae
and hydrolyzed yeast fermentation metabolites had no effect on the clinical
biochemical profile in dairy heifers during the neonatal period, but a difference was
observed in some metabolites in relation to the calf rearing system, where animals
were found to have lower concentrations of albumin and paraoxonase, indicating a
higher susceptibility to infectious diseases, as well as a lower value of total calcium,
phosphorus and magnesium. The bred animals were able to keep their animals
closer to the reference values, which shows a better breeding efficiency of these
animals in this type of environment.

Keyworlds: Environment, calves, diarrhea, probiotics.
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1 Introducéao geral

No sistema de criagao bovino, o periodo que compreende o nascimento até o
desmame, é a fase mais critica para o bezerro leiteiro porque apresenta custos
diretos sem retorno financeiro ao produtor. Ademais, a nutricdo do bezerro nessa
fase estd relacionada intimamente com o desenvolvimento e fungdo do sistema
imune. Porém, devido aos erros no manejo, muitas vezes o fornecimento da
alimentacao para esses animais acontece de forma inadequada (HUR et al., 2013).

Erros de manejo durante o periodo pré-desmame, podem resultar em
diminuicdo da imunidade, devido & ma qualidade do colostro fornecido, elevando
com isso as perdas por doencas, resultando em baixo peso ao desmame. Um dos
principais problemas de saude neste periodo, que afeta grande parte dos bezerros
com até 30 dias de idade é a diarreia, representando 50% de todas as doencas
encontradas em bezerros com essa idade (HUR et al., 2013; MARCONDES et al.,
2016).

Além disso, a criacdo de bezerras nessa fase exige muitos cuidados e
praticas de manejo eficientes, visto que um dos fatores que influencia a incidéncia
de diarreia sao os tipos de manejo a que os animais sao submetidos, principalmente
quanto a higiene do local e pressao infectiva. Portanto, os diferentes sistemas de
manejo devem atender a quatro requisitos que sao ventilacéo, isolamento, conforto e
economia. Dentre os sistemas de criacdo o uso de abrigos individuais (Baias) em
galpdes é bastante frequente, porque facilita a identificacdo imediata dos primeiros
sinais de doenca além de reduzir sua propagacao. Outro sistema de criacao
bastante utilizado € o uso de estacas a céu aberto, porém, a desvantagem desse
sistema é que os animais ficam sujeitos as intempéries e mais sucetiveis a ficarem
doentes (HEINRICHS, 1996; MOURITS et al., 1997).

Sendo uma doenca multifatorial, a diarreia neonatal bovina resulta da
interacao entre o bezerro, nutricdo, agente infeccioso e o ambiente (BENESI, 2004).
Esta doenca é caracterizada por alteracées da funcéo gastrointestinal, sendo a
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causa de grandes prejuizos econdmicos na pecuaria, principalmente por reduzir o
ganho de peso e aumentar os custos de producédo (VEGA et al., 2011), além dos
altos indices de morbidade e mortalidade dos bezerros (WEI et al., 2013).

A diarreia neonatal bovina € uma manifestacao clinica que envolve toxinas
bacterianas, inflamagcbes causadas por parasitas ou bactérias e atrofia de
vilosidades intestinais pela ag¢do de virus ou protozodarios. Tais condigoes
estabelecem uma hipersecregéo intestinal e dificil absorcdo e digestdo, tendo como
resultado a diarreia. Os principais agentes etiologicos causadores de diarreia em
bezerros sao Cryptosporidium Parvum, Escherichia Coli, Salmonella typhimurium, o
coronavirus e rotavirus, podendo provocar infecgoes multiplas ou simples, sendo
mais comum a infeccdo multipla. A presenca simultdnea ou consecutiva de um ou
mais desses patdgenos causam aumento na taxa de morbidade e mortalidade
(MEGANCK et al., 2014).

A presenca de bactérias patogénicas que causam infeccdo no intestino € a
principal causa da diarreia em bezerras. Assim é frequente o uso de antimicrobianos
na ragcao animal em doses sub-terapéuticas, tanto para controlar disturbios como a
diarreia, como para serem promotores de crescimento. Apesar de apresentar efeitos
positivos na producdo animal, os antimicrobianos podem deixar residuos em
produtos de origem animal e elevar a resisténcia bacteriana, causando riscos a
saude animal e humana (RABASSA et al.,, 2011). Portanto, estratégias como a
inclusdo de pré e probidticos na dieta, podem minimizar os problemas imunes e
aumentar a digestibilidade dos alimentos fornecidos aos bezerros.

Os probidticos podem reverter o estresse e os desequilibrios na microflora
intestinal do bezerro, o que levara a restauracao da microflora intestinal e permitira
ao animal recuperar o equilibrio de microorganismos benéficos. Prebidticos, por
outro lado, sdao alimentos indigestiveis, que estimulam seletivamente a atividade
e/ou crescimento de uma ou um numero limitado de espécies bacterianas no colon
(MARCONDES et al., 2016; RABASSA et al., 2011; SAINZ et al., 2011), podendo ter
efeito benéfico para prevenir quadros de diarreia, uma vez que estudos sugerem que
a microflora intestinal tem um papel importante na resisténcia as doencgas entéricas,
seja por infeccdo viral ou por colonizacdo de bactérias patogénicas no trato
gastrointestinal (RABASSA et al., 2011).
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Como aditivo probidtico € muito comum a utilizacdo de leveduras vivas, onde
a Saccharomyces cerevisiae é a mais pesquisada pelos beneficios aos ruminantes.
Culturas de leveduras possuem células de levedura e compostos que sao
produzidos durante a fermentagdo como polifendis, acidos orgéanicos e vitaminas do
complexo B, causando efeitos benéficos ao serem incorporados na dieta sobre o
desempenho e saude do animal, auxiliando também na digestao de carboidratos e
no desenvolvimento ruminal destes animais (JENSEN et al.,, 2008; NETO et al.,
2014). Portanto, os probidticos podem ser usados como promotores de crescimento,
ja que no intestino a preservacao de microrganismos benéficos pode ajudar a anular
0s microrganismos patogénicos, reduzindo ou eliminando as diarreias (NETO et al.,
2014).

Ainda, os mananos e glucanos, componentes da parede celular de leveduras,
sdo responsaveis pela acao local e sistémica das leveduras sobre o sistema imune.
Os mananoligossacarideos (MOS) sao capazes de se ligarem a fimbria das
bactérias e inibir a colonizacdo do trato gastrointestinal por microrganismos
patogénicos (Figura 1). Os BD-glucanos possuem um efeito imunomodulador
aumentando a resposta a patogenos (BOUDERGUE et al., 2009).

Uma forma de avaliar a resposta inflamatéria de bezerras e através da
mensuracao de proteinas de fase aguda, como a albumina e a paraoxonase 1,
ambas proteinas de fase aguda negativa, a diminuicdo dessas indica suscetibilidade
a doencas infecciosas (SILVEIRA et al., 2015).

Desta forma, um produto que possa ser fornecido para bezerras leiteiras, que
contenha uma associacao de levedura viva e metabdlitos de sua fermentacdo pode

trazer beneficios para o metabolismo e resposta imune de neonatos bovinos.
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2 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com Saccharomyces cerevisiae e
metabdlitos de fermentacéo de levedura hidrolisada sobre o perfil bioquimico clinico
e proteinas de fase aguda de bezerras leiteiras durante o periodo neonatal em

diferentes sistemas de criagao.

Objetivos Especificos

1. Avaliar o efeito da ingestao de levedura e metabdlitos de fermentacéo de
levedura hidrolisada sobre perfil bioquimico clinico em bezerras.

2. Avaliar o efeito da ingestdo de levedura e metabdlitos de fermentacao de
levedura hidrolisada sobre os niveis de proteinas de fase aguda de bezerras.

3. Determinar se o sistema de criacdo (Baia e estaca) interfere no perfil
bioquimico de bezerras.

4. Avaliar o efeito da levedura sobre a incidéncia de diarreia neonatal.
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3 Revisao de Literatura

Diarreia neonatal bovina
Na criacdo de bovinos, o periodo que compreende o nascimento até o
desmame, € a fase mais critica para o bezerro leiteiro, pois € onde ocorre maior
incidéncia de doencas, como diarreia e broncopneumonia, onde a saude dos
animais é influenciada fortemente por fatores como transferéncia de imunidade e

higiene local (Hur et al., 2013).

Uma das doengas que mais acometem os bezerros € a diarreia neonatal
bovina, ela causa perturbacdo do bem-estar dos animais, representando 50% de
todas as doengas encontradas em bezerros com idade inferior a 30 dias (HUR et al.,
2013). Essa enfermidade envolve toxinas bacterianas, inflamagdes causadas por
parasitas ou bactérias e atrofia de vilosidades intestinais pela acdo de virus ou
protozoarios. Tais condi¢coes estabelecem uma hipersecrecado intestinal e dificil
absorcao e digestdao, tendo como resultado a diarreia (HUR et al., 2013;
MARCONDES et al., 2016).

Como a presencga de bactérias patogénicas que causam infec¢ao no intestino
€ a principal causa da diarréia em bezerras, € comum usar como medida profilatica a
adicao de antimicrobianos na alimentacao, porém, a restricdo dessa medida € que
pode elevar a resisténcia bacteriana, além das questdes de seguranga alimentar
devido aos residuos de medicamentos (Vega et al., 2011). Portanto, se buscou
algumas alternativas para substituicido desse uso, dentre elas a inclusao de
prebidticos e probidticos como estratégias na alimentacdo de bezerros, podem

reduzir esses problemas.

3.4 Sistemas de criagao

Doencas como a diarreia podem ocorrer na fase inicial da vida dos

bezerros, devido ao manejo alimentar e higiene inadequada, assim como o sistema
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de criacdo adotado pela propriedade. Ha diversas opc¢des para instalagbes de
bezerras em aleitamento, e deve-se levar em conta que essas instalagoes devem
atender a uma fase bastante delicada, onde os animais s&o constantemente
desafiados pelo ambiente e pela imunidade desses animais ainda depender das
defesas adquiridas através do colostro fornecido, que muitas vezes é inadequado
(HEINRICHS, 1996).

Dentre os sistemas de criagdo, as Baias suspensas do solo em galpdes, tém
sido amplamente utilizados, melhorando a sanidade dos animais na fase de
aleitamento, trazendo beneficios aos animais, propiciando um ambiente com menos
pressao infectiva e assim reduzindo a disseminacdo de doencas. Nesse sistema,
deve haver uma limpeza didria para retiradas das fezes e retirada dos restos de
alimentos. A cama das Baias, que geralmente € de palha, feno, serragem ou areia,
deve ser trocada uma vez por semana pelo menos para que o ambiente se
mantenha seco e limpo (HEINRICHS, 1996; MOURITS et al., 1997). Pesquisas tem
demonstrado que animais em aleitamento criados em Baias individuais
apresentaram incidéncia de diarreia diminuida, em comparagdo com outros
sistemas, além de maior docilidade, o que facilita o manejo durante a fase de

bezerras e adultas.
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Figura 1 - Sistema de criagdo em Baias individuais em galpoes.
Fonte: Acervo proprio

As estacas a campo, por sua vez, possuem um custo de implantacdo mais
baixo, porém nesse sistema, os animais estdo submetidos a um desafio maior que
animais mantidos em Baias, decorrente das condicbes ambientais, que sao
limitantes ao desenvolvimento dos animais, e o0 estresse de manejo, podendo

promover uma depressao do sistema imune, o que favorece a incidéncia de
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doencgas, além disso, o estresse por calor ou frio afetam mais intensamente os
animais jovens que os animais adultos (HEINRICHS, 1996; MOURITS et al., 1997).

s -

Figura 2 - Sistema de criagdo em estacas a campo
Fonte: Acervo préprio

Os diferentes sistemas de manejo devem atender a quatro requisitos que sao
ventilacdo, isolamento, conforto e economia. Uma ventilagdo adequada é
fundamental para que os problemas sejam reduzidos, por reduzir a transmissao de
agentes patogénicos, melhora a umidade da instalagédo e assim diminui a ocorréncia
de problemas respiratérios, além de eliminar os odores. O isolamento dos animais &
importante para que n&o ocorra contato entre eles, reduzindo assim os riscos de
infeccado cruzada e a disseminacao de doencas. Conforto, nada mais € que propiciar
acesso a agua e alimentos de boa qualidade aos animais, com ambiente seco e
temperatura controlada (HEINRICHS, 1996; MOURITS et al.,, 1997). O ideal é
garantir condicbes de higiene e sanidade ao animal para um melhor

desenvolvimento.

Leveduras

As leveduras sao fungos, unicelulares, muito favoraveis para a humanidade
pelo amplo uso na producdo de alimentos. Culturas de leveduras, classificadas
como aditivos, sdo usadas ha décadas na alimentacdo animal. Elas apresentam

efeitos benéficos sobre a funcionalidade ruminal e apresentam significativa
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contribuicdo ao serem utilizadas na alimentacdo de bezerras, ajudando na digestao
dos carboidratos e em seu desenvolvimento ruminal (STEWART, 2002).

A levedura que € mais utilizada na maioria das pesquisas € a Sacharomyces
cerevisiae, sendo usada na producao de pao, combustivel, vinho, cerveja, além de
agentes bioquimicos e terapéuticos variados. Ela é fonte de vitaminas do complexo
B, proteinas de alta qualidade e minerais, principalmente zinco e selénio (ZEOULA
et al., 2008). No fornecimento para a nutricdo animal, as leveduras podem constituir
um produto com elevado numero de células de S. cerevisiae vivas e sem meio de
cultura adicionado, ou esse aditivo pode ser fornecido através da cultura da
levedura, que é um produto com células vivas e mortas de S. cerevisiae com um
meio necessario para o seu crescimento (QUIGLEY, 2005).

Como componentes da parede celular de S. cerevisiae destacam-se o0s
oligossacarideos glucanos e mananos, que estao presentes nas proporgoes de 30 a
45% cada, dependendo das condi¢cdes de preparo da cultura. Eles protegem a
parede celular do meio externo, favorecendo a integridade estrutural da célula (VAN
DER VAART et al.,, 1995). Sao responsaveis pela acédo local e sistémica das
leveduras sobre o sistema imune. Os mananoligossacarideos (MOS) sdo capazes
de se ligarem a fimbria das bactérias e inibir a coloniza¢do do trato gastrointestinal
por microrganismos patogénicos (Figura 3). Alguns microrganismos reconhecem
sitios de ligacdo nesses agucares como se fossem da mucosa intestinal, com isso,
acaba por diminuir a colonizacdo do intestino por bactérias Gram negativas, que
possuem a fimbria tipo 1, que é especifica para oligossacarideos, como o MOS,
assim, diminui a ocorréncia de infecgcbes, e a mucosa mantem-se capaz de
desempenhar suas funcdes de secrecdo, digestdo e absorcdo de nutrientes
(MENTEN, 2001).
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Os BD-glucanos possuem um efeito imunomodulador aumentando a resposta
a patégenos (BOUDERGUE et al., 2009), por estimularem células do sistema imune,
como neutrofilos e macréfagos. Por possuirem receptores para BD-glucanos e MOS,
estas células se ligam a eles, sao estimuladas e aumentam a atividade imunologica
(DAVIS et al., 2004). Os oligossacarideos desencadeiam uma resposta de defesa
rapida por influenciarem diferentes fungcées de macréfagos e outras funcdes
celulares (QUIGLEY, 2005). Dessa forma, os oligossacarideos podem beneficiar a
resposta imune local ou sistémica, modulando o sistema imune e resultando em
aumento na sua resposta (WHITE et al., 2002).

Os aditivos alimentares com produtos de fermentacdo de S. cerevisiae
(PFSC), geralmente sao usados em alimentos que contem oligossacarideos,
aminoacidos, peptideos, acidos organicos, que podem trazer beneficios a variadas
bactérias, fungos e protozoarios no trato gastrointestinal. Estudos mostraram que
PFSC em ruminantes adultos, influenciaram a producdo de leite, pH ruminal,
concentragcdes de acidos graxos e ingestdo de matéria seca. O rumen é o principal
orgao digestivo e de absorcao de acidos graxos volateis (AGV) e excesso de amodnia
nos ruminantes. O principal substrato que gera energia produzida no rumen através
da fermentacao microbiana sao os AGV, que sao absorvidos rapidamente através do
epitélio do rumen, podendo contribuir com 80% da necessidade de energia dos
ruminantes. A producao e absorgcao de AGV encontram-se intimamente relacionadas

com o desenvolvimento do rumen, sendo afetado principalmente pelas
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concentragbes de butirato e propionato e os PFSC possuem a capacidade de
aumentar a producao de AGV, melhorando a morfologia ruminal quando esse aditivo
é fornecido na etapa inicial da vida do bezerro (BREWER et al., 2014; XIAO et al.,
2016).

Existem variadas propostas de ag¢des associadas as culturas de leveduras.
Alguns estudos demonstram que as leveduras teriam um importante papel na
retirada de oxigénio do ambiente ruminal, resultando em um aumento da viabilidade
bacteriana, pois, apesar do rumen ser considerado um meio anaerobico, a atmosfera
dele contém de 0,5 a 1% de oxigénio e por ser toxico as bactérias ruminais, inibe o
crescimento bacteriano e a adesao a fibra por bactérias celuloliticas, diminuindo
entdo a efetividade do processo de digestdo. Contudo, quando culturas de S.
cerevisiae sao inseridas na dieta de ruminantes, aumenta o numero de bactérias no
rumen, devido possivelmente a atividade das leveduras, que protegem as bactérias
anaerobias contra danos que o oxigénio causa, proporcionando uma melhor
fermentacdo ruminal (NEWBOLD et al.,, 1996; ROGER et al., 1990; WALLACE,
1994).

Outro possivel mecanismo de acdo das leveduras no rumen seria a
diminuicdo das concentragcbes de acido latico, melhorando a manutencao do pH e
maior estabilidade do ambiente ruminal. Como a S. cerevisiae ndo faz uso deste
acido como substrato, pode-se supor que ela reduza a concentragdo de lactato e
assim acabe inibindo a sua producao, ou que ela estimule as bactérias ruminais a
utilizarem lactato, mantendo o ambiente ruminal mais adequado e melhorando a
ingestdo de alimentos por bezerros (CALLAWAY & MARTIN, 1997; YOON &
STERN, 1996).

Probidticos

Os probioticos sdo suplementos microbianos vivos e viaveis, que auxiliam na
recomposicao da microbiota do trato digestivo animal, reduzindo a quantidade de
microrganismos patogénicos ou indesejaveis (NETO et al., 2014). Além de trazerem
beneficios a saude do hospedeiro, os probidticos ndo deixam residuos nos produtos
de origem animal e ndo contribuem para a resisténcia as drogas, tornando-os ideais

para substituir os antibioticos como aditivos alimentares. Eles apresentam-se néao
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como substitutos aos antibioticos, e sim como alternativa a eles (RIGOBELO et al.,
2011).

Autores relatam que a adi¢cdo de probidticos sem residuo de antibidtico na
alimentacdo de bezerros € uma escolha para diminuir os dias com diarreia, sem
prejudicar o consumo e ganho de peso nesses animais. Além disso, como
promovem condi¢des inadequadas para que microorganimos patogénicos possam
se desenvolver, eles promovem a manutengdo da microbiota intestinal e ruminal,
influenciando no ganho de peso dos animais (BATISTA et al., 2008; PEREIRA et al.,
2008).

Dentre os mecanismos de acao dos probidticos, estd o efeito antagonista
contra grupos especificos de organismos e por consequéncia a exclusao competitiva
por sitios de ativagdo ou nutrientes, a prevencao de acidose ruminal, a sintese de
bacteriocinas que atuam como antibiéticos naturais e a ativagdo do sistema imune,
afetando as respostas inata, humoral e celular do sistema imunitario (NETO et al.,
2014).

Os probiéticos podem ser usados como promotores do crescimento, uma vez
gue a manuteng¢ao dos microrganismos que sao benéficos ao intestino, pode auxiliar
na supressdao dos microrganismos patogénicos, reduzindo ou eliminando as
diarreias (NETO et al., 2014).

Prebidticos

O prebiotico é definido como ingrediente seletivamente fermentado que
permite alteracbes especificas na composicdo e/ou atividade na microbiota
gastrointestinal, conferindo beneficios para o bem-estar e saude (SHOKRYAZDAN
et al.,, 2016). Para um componente da alimentacdo humana ou animal ser
classificado como um prebiotico deve atender aos seguintes requisitos: resisténcia a
acidez gastrica, a hidrolise por enzimas e a absorcdo gastrointestinal; ser
fermentavel pela microflora intestinal especifica e ser capaz de estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias intestinais associadas a
saude e ao bem-estar do hospedeiro (SHOKRYAZDAN et al., 2016).

Prebidticos podem ter efeitos benéficos na prevencao de casos de diarreia, ao
passo que, estudos sugerem que a microflora intestinal tem um importante papel na

resisténcia as doencgas entéricas, tanto por colonizacdo de bactérias no trato
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gastrointestinal ou por infecgdo viral. Alguns prebidticos ainda modulam a resposta
imune, podendo auxiliar nos quadros de diarreia ao elevar os niveis séricos e
intestinais de imunoglobulinas em resposta a patégenos (HOSONO et al., 2003;
WHITE et al., 2002). O aumento da fung&do imune acontece devido principalmente ao
aumento da populagcdo de bactérias benéficas e de seus produtos no intestino, tal
fato é considerado um efeito indireto do prebidtico sobre o sistema imunoldgico
(SHOKRYAZDAN et al., 2016).

As hexoses sdo os prebidticos mais importantes, como a glicose, frutose,
galactose, manose e as pentoses como xylose, ribose e arabinose. Os dois grupos
mais importantes de prebidticos dos quais a frutose e a manose sdo componentes
sao os frutoligossacarideos (FOS) e mananoligossacarideos. Os FOS adicionados a
racao sao produtos que fornecem carboidratos fermentaveis para as bactérias
benéficas que colonizam o trato gastrointestinal, assim, minimizam as populagdes de
bactérias patogénicas por exclusdo competitiva, onde o0s microrganismos
patogénicos tem sua proliferacao inibida pela adicado de compostos que beneficiam a
proliferacdo dos microrganismos naturais benéficos do trato gastrointestinal do
hospedeiro. Os MOS apresentam como mecanismo de acdo a adsor¢cdao de
bactérias patogénicas, com isso diminui a aderéncia bacteriana a mucosa do
intestino, assim como a sua ligacdo a sitios receptores em macréfagos, pelo
reconhecimento de alguns agucares, causando uma reagdo em cascata que vai
levar a ativacdo de macrofagos e liberagcao de citocinas, também induzindo a sintese
de imunoglobulinas (ARAUJO et al., 2007; RABASSA et al., 2011).

A diarreia causa queda na taxa de crescimento dos animais. Em quadros
mais graves, a diarreia pode levar a um baixo desempenho durante toda a vida
produtiva do animal. Para tentar reduzir os efeitos deletérios da diarreia sobre o
desempenho, o uso de prebiéticos como os MOS vem sendo bastante estudado por

apresentar efeitos benéficos sobre a incidéncia de diarreia (MIGUEL et al., 2004).
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4 MANUSCRITO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de manuscrito. Os itens Metodologia, Resultados, Discussdo e Referéncias
encontram-se estruturados de acordo com as normas da revista Journal of

Veterinary Science. O presente manuscrito encontra-se submetido a esta revista
cientifica.
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Abstract - The objective of this study was to evaluate the effect of supplementation
with Saccharomyces cerevisiae and hydrolysed yeast fermentation metabolites on the
clinical biochemical profile of dairy heifers during the neonatal period in different
breeding systems and to analyze whether supplementation influenced the neonate
metabolism during diarrhea. The study was carried out in a commercial dairy farm in
the city of Rio Grande / RS, using 48 healthy Holstein heifers from one day of life. The
heifers were housed in different systems, divided into four groups: Bay Yeast (n=14),
Bay Control (n=16), Yeast Stake (n=8) and Control Stake (n=10). Yeast groups
received 8mL / day for 42 days of Saccharomyces cerevisiae and hydrolyzed yeast
fermentation metabolites. Blood samples were collected by puncture of the jugular vein
on days 1, 7 and 14 after birth to analyze the biochemical profile. In this study,
supplementation with S. cerevisiae and hydrolysed yeast fermentation metabolites had
no effect on the clinical biochemical profile in dairy heifers during the neonatal period,
but a difference was observed in some metabolites in relation to the calf rearing system,
where animals were found to have lower serum concentrations of albumin and
paraoxonase, indicating greater susceptibility to infectious diseases, as well as lower

total calcium, phosphorus and magnesium values. The animals raised in bays had a
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lower metabolic challenge, which shows a better breeding efficiency of these animals in

this type of environment.

Key words: Environment, heifers, diarrhea, probiotics.
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Introduction

In cattle breeding, the period from birth to weaning is the most critical stage for
the dairy calf, since it is where the incidence of diseases such as diarrhea and
bronchopneumonia occurs [14]. These may be linked to the system of breeding and
improper management of the property, mainly regarding hygiene of the place and
infective pressure [13]. Different breeding systems must meet four basic requirements
such as ventilation, insulation, comfort and economy. Amongst the systems, the use of
individual shelters (bays) in sheds is quite frequent, because it reduces the spread of
diseases and facilitates the immediate identification of the first signs of disease. Another
system is the use of open piles, where animals are subject to inter-species and more

likely to acquire diseases [13,21].

One of the diseases that affect most calves is neonatal bovine diarrhea, which
results from the interaction between the calf, nutrition, infectious agent and the
environment, thus being a multifactorial disease [2]. It is characterized by alterations in
the gastrointestinal function, causing great economic losses in livestock, mainly by
reducing weight gain and increasing production costs [29], in addition to high rates of
morbidity and mortality of calves [30]. In this way, alternatives for the control of
diarrhea are searched, including the inclusion of prebiotics and probiotics as strategies

for feeding calves [9].

Probiotics are live and viable microbial supplements, which aid in recomposing
the microbiota of the animal digestive tract, reducing the amount of pathogenic or
undesirable microorganisms. As a probiotic additive it is very common to the use of live
yeasts, which Saccharomyces cerevisiae is the most studied for the benefits to

ruminants [22]. This yeast when offered for calves in orally, has the effect of
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maintaining the intestinal microbiota, incidence of decreased diarrhea in the first days of
life and, consequently, greater weight gain of the animals [25]. In addition, they can
assure the modulation of the immune response, preventing other neonatal diseases, and
are then used both to prevent and to treat disorders of gastrointestinal metabolism, and
may be ingested as a pharmaceutical preparation or fermented food additive [5]. As
components of the cell wall of S. cerevisiae, oligosaccharides glucans and mannan,
which protect the cell wall of the external environment, favor the structural integrity of
the cell [28], besides being responsible for the local and systemic action of the yeasts on
the Imune system. Food additives with fermentation products of S. cerevisiae (PFSC)
are generally used in foods with oligosaccharides, amino acids, peptides, organic acids,
which can benefit various bacteria, fungi and protozoa in the gastrointestinal tract

[4,31].

As a way to evaluate the effects of disorders such as diarrhea on health, the
clinical biochemical profile can be evaluated, being a way to observe the development
of the neonate, in addition to revealing imbalances in nutrient homeostasis. This also

serves to diagnose the causes of a nutritional or metabolic disorder [10].

Considering the above, the objective of this study was to evaluate the effect of
supplementation with Saccharomyces cerevisiae and hydrolyzed yeast fermentation
metabolites on the clinical biochemical profile of dairy heifers during the neonatal
period in different breeding systems, as well as the effect of this supplementation when

calves were affected by diarrhea.
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Methodology

This work was approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation
(CEEA) of the Federal University of Pelotas (CEEA code: 0436). The study was carried
out in a commercial dairy farm located south of Rio Grande do Sul, in the city of Rio
Grande (32°16 'S, 52 ° 32' L), 48 healthy Holstein heifers were used from one day of
life. After birth, the animals were separated from the mother and received colostrum
according to farm management. Blood samples were collected in tubes containing the
anticoagulant ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA). After centrifugation of the
tubes, the plasma was evaluated in a portable refractometer to measure total plasma
protein levels (PPT), and animals with PPT of less than 5 g/dL did not enter the

experiment because they had low blood concentrations of immunoglobulins [3].

The animals were housed in different systems, 30 of which were placed in shed
with individual stalls and 18 were kept in field stakes, all of which received four liters
of milk per day, divided into two meals, one in the morning and the other at the end of
the late, with water and concentrated ad libitum. The heifers were divided into four
groups: Bay Yeast (BL, n=14), Bay Control (BC, n=16), Yeast Stake (EL, n=8) and
Control Stake (EC, n=10). The yeast groups received 8 mL/day of Saccharomyces
cerevisiae and hydrolyzed yeast (Celmanax®, Mason City, IA, USA) fermentation

metabolites in the morning feeding from the first to 42 days of life.

All animals were evaluated daily and, as soon as any changes in behavior,
physical condition and performance were detected, a thorough clinical examination was
performed, in search of signs indicative of impairment of the digestive tract. A stool
specimen was collected by rectal stimulation, where the characteristics of the degree of

fluidity, color, odor, quantity and presence of abnormal substances were observed. Of
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the animals with voluntary defecation, there was presence of dysquezia. The fecal score
was monitored by daily visual observations, being classified from 0 to 3, according to
the fluidity of the faeces, as follows: 0) normal faeces, 1) faeces tending to pasty, 2)
pasty faeces or 3) faeces watery - intense diarrhea [18]. Feces with a score of 2 or 3

were considered diarrheal.

Blood samples were collected by puncture of the jugular vein using the
Vacutainer system (BD Diagnostics, S& Paulo, Brazil) in all cases without
anticoagulant, in the first, second and third week after birth. The samples were
centrifuged at 1,800 xg to obtain the serum, which were then stored in microtubes and
frozen at -80 ° C for further analysis of albumin, aspartate aminotransferase, gamma
glutamyl transferase, total calcium, phosphorus, sodium, magnesium, potassium , total
proteins and urea using commercial kits LaBLest Diagndstica®, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brazil). The analyzes were performed in the automatic biochemical analyzer
Labmax Plenno (LaBLest®, Minas Gerais, Brazil), with appropriate wavelength light
for each test. In order to analyze the serum concentrations of paraoxonase, the kinetic
method was carried out through the amount of phenol formed by the phenyl acetate
cleavage catalyzed by paraoxonase through a commercial kit (Arylesterase /

paraoxonase assay Kit, Zeptometrix Corporation, Buffalo, United States).

Statistical analyzes were performed on the SAS statistical program (SAS®
Institute Inc., Cary, NC, USA, 2016). The averages were analyzed through the MIXED
MODELS package, with comparison of repeated measures, considering the group, the
collection and their interaction. Values of P <0.05 were considered significant. For the
comparison between animals that had or not diarrhea, the collection of the third week of
life was used, because in this phase the clinical cases occurred. In order to analyze the

metabolites in the animals that had diarrhea, the breeding system was excluded and the
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number of animals was Healthy Yeast (n=7), Yeast Diarrhea (n=3), Healthy Control
(n=7) and Control Diarrhea (n=6). In order to analyze the metabolites in the animals that
had diarrhea, considering the breeding system, the treatment was excluded, and the
number of animals remained Healthy Bay (n=7), Bay Diarrhea (n=5), Healthy Stake

(n=8), Diarrhea Stake (n=3).

Results

It was possible to observe changes in the concentrations of PPT (P <0.0001),
albumin (P <0.0001), PON1 (P = 0.006), Ca' (P <0.0001), P (P<0,0001) and Mg (P =
.05), which were higher for bred (BC and BL) than for post bred (EC and EL), however
there was no effect of yeast treatment (Figure 1). For the other metabolites, there were
no differences between the production systems, nor between animals treated with yeast,
as shown in table 1. It is observed that there is a difference in the concentrations of the
ALB and PPT metabolites when comparing only the system of rearing animals with or
without diarrhea, being larger in stalls (P = 0.0008 and P = 0.03, respectively) (Table 2).
No effect was observed on the analyzed metabolites of the yeast treatment when the

animals presented diarrhea, as shown in Table 3.

Discussion

Diseases such as diarrhea may occur in the early stages of calf life due to
inadequate food management and hygiene, as well as the breeding system adopted by

the farm [13].

Among the breeding systems, the suspended soil bays in sheds have been widely
used for the benefits to animals, providing an environment with less infective pressure

and thus reducing the spread of diseases. Field stakes, on the other hand, have a lower
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implantation cost, but in this system, the animals are submitted to a greater challenge
than animals kept in bays, due to the environmental conditions and the management
stress, being able to promote a depression of the immune system, which favors the

incidence of diseases [13,21].

The PPTs are essentially formed by albumin, fibrinogen and globulins, being
synthesized for the most part in the liver [11]. In calves, plasma proteins may vary due
to factors such as age and colostrum intake, and changes due to dehydration, nutritional
factors or inflammation may also be observed [12,17]. In this study, when the breeding
systems were compared, the results showed that the animals raised in the field had
lower PPT values than in stalls, being below the reference value for cattle that is 66 to
75 g/L [15]. This decrease can be due to the fact that the animals raised in the cutting
also had lower concentrations of albumin than those raised in the bay, also being below
the limits reported by Kaneko [15], which would be between 30 and 35 g/L. Albumin is
a functional protein that participates in innumerable reactions, responsible for the
plasma oncotic pressure and transport of several ions and molecules, besides being a
negative acute phase protein [6], being that the animals created in cutting, because they

have concentrations may be more susceptible to inflammatory conditions [13,21].

In addition to albumin, PONL1 is an enzyme synthesized in the liver, also being
considered a negative acute phase protein, where its decrease may indicate susceptibility
to infectious diseases [27]. In this study, the animals that stayed in field stakes had
lower concentrations of PON1 and albumin, than the animals in the bays, both of which
were negative acute phase proteins, and could predict infectious conditions [27], since
the liver function markers did not were altered, not associating the decrease of these
proteins to liver problem. The use of bays facilitates the immediate identification of the

first signs of disease, facilitating the treatment, which may explain the better response of
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the group bred (BC and BL) in relation to the group created in stakes (EC and ET),
where animals are subject to inter- species and more likely to acquire diseases [13,21].
In addition, when the animals that presented diarrhea were compared with the breeding
systems, the animals raised in cuttings presented lower concentrations of Albumin and

PPT, which shows a worse efficiency of this type of breeding.

It is also observed that there are alterations in the minerals, calcium, phosphorus
and magnesium, where these concentrations were smaller in the animals raised in
stakes. Calcium is a mineral of great importance in the body, since it maintains the
structural integrity of the bones and teeth and acts as second messenger or regulating
ion of diverse physiological functions and has important role in the immunity, like flag
and activator of immune cells 24. In this study, bred animals had total serum calcium
concentrations within the reference values reported for the species [26], while the
animals in the stake group showed below-normal concentration. Fagliari et al. [7] found
serum concentrations of this mineral similar in calves of the Dutch and Nelore breeds,
from birth to 45 days of age. There is significant influence of age on total serum
calcium levels in the first months of life in Holstein calves, with significantly higher
levels in the first days of life compared to the other moments [20]. Feijo et al [8]
observed that the decrease in calcium changes the synthesis of acute phase proteins, and
in the present study the animals in the stem group, which presented reduced
concentrations of ALB and PONL1, also showed to have reduced levels of calcium in

relation to animals allocated in stalls.

Serum phosphorus concentrations range from 2.5 to 6.0 mg/dL in adult animals,
however, it has higher concentrations in young animals [24]. In this study, in all groups,
serum phosphorus levels were higher than the reference range, in agreement with the

results found by Rocha [23]. The highest serum phosphorus concentration in calves,
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compared to adult cattle, is due to the action of growth hormone, which has high

activity in young animals and increases renal phosphate reabsorption [23].

Magnesium acts on body metabolism in enzymatic reactions, as a cofactor, in
most metabolic pathways. It also participates in muscular functions, nerve conduction
and mineral formation of bones. The plasma concentration of magnesium in cows is
between 1.8 and 2.4 mg/dL [23], where in this study the animals kept in bays
maintained their closest levels of these values, while the majority of the animals raised
on cuttings presented below the reference values. According to Rosol & Capen, [24] Mg
content may decrease 30% in calves fed Mg-deficient diets, where animals begin to
mobilize Mg from bone to soft tissues in these young animals when dietary intake is
inadequate, which may to explain the lower concentration of this mineral in the stake
group. This syndrome has been closely associated with feeding of calves over a period
of time and occurs due to a dietary deficiency of Mg, being related to the reduction of
the availability of dietary Mg that occurs with the increase of the age, as the animals
begin to feed of more solid foods with higher Mg content. Hypomagnesemia can also be
exacerbated by diarrhea [24], increasing the loss of this mineral in feces, a fact that can
be observed in this study where the concentration of this mineral was lower in the third
week of life, a fact explained by the animals presenting a higher index of diarrhea in this
week. The bred animals were able to keep their animals closer to the reference values,

which shows a better breeding efficiency of these animals in this type of environment

Some studies have also shown that there is no difference between metabolites
when animals are supplemented with S. cerevisiae. Lesmeister and Heinrichs [19] did
not observe a difference in PPT levels. Ayad [1], demonstrated that yeast incorporation
did not alter plasma albumin levels in a study in dairy cows. In addition, Kowalik [16],

when evaluating supplementation with S. cerevisiae in sheep under the concentration of
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sodium, phosphorus and magnesium, also did not observe changes. Zaworski [32] also
supplemented dairy cows with S. cerevisiae fermentation products (PFSC), and this did
not affect serum calcium concentrations. The lack of effect of the supplementation of S.
cerevisiae and its metabolites on the profile of heifers may be due to the fact that these
animals do not yet present the fully developed rumen, since there are results that show a

yeast effect in adult bovines.

Conclusion

Supplementation with Saccharomyces cerevisiae had no effect on the clinical
biochemical profile during the first weeks of life or during diarrhea in dairy heifers
during the neonatal period, but an effect was observed in some metabolites in relation to
the calf rearing system, where the animals raised in stakes have lower serum
concentrations of albumin, PPT and PONL1, as well as lower total calcium, phosphorus
and magnesium values. The bred animals were able to maintain metabolic levels closer
to the reference values, which shows a lower metabolic challenge in calves raised in this

system.
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Table 1: Metabolic profile of heifers followed from birth to the third week of life,
housed in different breeding systems (bay and stake) and supplemented with
Saccharomyces cerevisiae and hydrolyzed yeast fermentation metabolites.

Metabolits Bay Stake P Values

Control Yeast Control Yeast

(n=16) (n=14) (n=10) (n=8) Grupo  G*S
Alb (g/L) 23.12+0,49*  22.27+0,51? 18.89+0,63° 18.9740,68° <0.0001  0.49
PON1(KU/L) 44.72+3,17*°  43,02+3.36% 31,09+3.97° 29.61+4.44° 0.006 0.50
PPT(g/L) 75.83+1,78%  74.35+1,88? 63.11+2,26° 63.12+2,48° <0.0001  0.59
Ure (mg/dL)  25.19+0.91  23.45+0.95 22.24+1.19 21.58+1.32 0.09 0.09
AST (U/L) 38.89+1.64  38.47+1.69 39.55+2.14 36.71+2.16 0.80 0.57
GGT (U/L)  100.02+19.11 140.284+20.06 114.724+26.45  157.52+27.96 0.29 0.32
Ca'(mg/dL)  11.53+0.22%  11.36+0.242 10.16+0.29° 0.83+0.33° <0.0001 0.21
K (mmol/L) 5.63+0.09 5.73+0.10 5.80+0.12 5,51+0.14 0.39 0.86
Mg (mg/dL)  2.09+0.08%  2.09+0.09° 1.86+0.10° 1.77+0.11° 0.05 0.66
Na mmol/L)  150.26+2.13  148.58+2.29 152.23+2.77 153.86+2.95 0.51 0.49
P (mg/dL) 10.28+0.29*  10.42+0.29? 7.88+0.36" 8.17+0.39°  <0.0001 0.11

G*S= group*weeks; Alb = albumin; PON1 = paraoxonase; PPT = total plasma proteins;
Ure = urea; AST = aspartate amino transferase; GGT = gamma glutamyl transferase;
Cat = total calcium; K = potassium; Mg = magnesium; Na = sodium; P = phosphorus.
Different lowercase letters on the same line = P<0.05 indicating difference between bay
and stake systems.
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Figure 1: Effect of supplementation with Saccharomyces cerevisiae and hydrolyzed
yeast fermentation metabolites in different breeding systems on the metabolism of
heifers. A) Albumin; B) Total plasma proteins (PPT); C) Paraoxanase (PON1); D) Total
Calcium (Cat); E) Phosphorus (P); F) Magnesium (Mg); Groups: BC = control bay; BL
= bacillus yeast; EC = stake control; EL = yeast cutting; * P<0.05 indicating the
difference between bay and stake systems.



43

Table 2: Metabolic profile of heifers that presented or not diarrhea in different breeding
systems (Bay and Stake).

Bay Bay Stake Stake
Metabolits Healthy Diarrhea Healthy Diarrhea P Value
(n=7) (n=5) (n=8) (n=3)

Alb (g/L)  22.87+0.78% 24.42+0.82° 20.95+0.78" 17.85+1.03"  0.0008
PON 1(KU/L) 73.93+9.99 76.18+11.82 47.82+9.99  49.16+13.22  0.16
PPT (g/L)  71.21+4.02* 69.5+4.76%°  54.2+4.02°  61.92+532°  0.03
Ure (mg/dL) 22.57+2.37 25.4+2.80  19.43%2.37  19.5+3.14 0.38
AST (U/L)  42.57+#3.72 34.6+4.41  32.71#3.72  39.25+4.93 0.29
GGT (U/L) 45.57+12.62 47.0+16.7 71.14+12.62  80.25+16.7 0.28
Ca'(mg/dL)  10.48+0.42 10.58+0.65  9.59+0.42 8.57+0.56 0.06
P (mg/dL)  10.33+0.53 10.37+0.63  8.56+0.53 8.75+0.70 0.07
Mg (mg/dL)  1.76+0.14  2.02+0.22  1.77+0.14 1.54+0.19 0.49

Alb = albumin; PON1 = paraoxonase; PPT = total plasma proteins; Ure = urea; AST =
aspartate amino transferase; GGT = gamma glutamyl transferase; Cat = total calcium; K
= potassium; Mg = magnesium; P = phosphorus; Na = sodium. P<0.05 indicating the
difference between bays and stakes.
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Table 3: Effect of treatment with Saccharomyces cerevisiae and hydrolysed yeast
fermentation metabolites on the metabolic profile of heifers that presented or not
diarrhea.

Healthy Diarrhea Yeast Yeast
Control Control Healthy Diarrhea
Metabolits (n=7) (n=6) (n=6) (n=6) Valor de P

Alb (g/L)  22.47+1.37 20.43+1.48 21.02+1.37 23.63+2.09 0.56
PON 1 (KU/L) 47.48+10.04 60.39+10.84 77.39+10.04 71.22+#15.33  0.22
PPT (g/L)  70.82+3.04 67.13+3.28 65.58+3.04 64.13+4.64 0.57

Ure (mg/dL)  21.85+1.93 23.16+2.08 17.0+1.93  22.0+2.94 0.17
AST (U/L)  39.71#4.16 355#4.50 29.28+4.16  39.0+6.36 0.34
GGT (U/L) 68.28+11.87 75.80+14.05 50.28+11.87 43.33t+18.13  0.38
Cal(mg/dL)  9.79+0.52  9.91+0.62  9.58+0.52  8.22+0.98 0.52
K(mmol/L)  5.07#0.26  5.81%0.28  5.39£0.26  5.29+0.40 0.33
Mg (mg/dL)  1.49+0.12  1.93x0.15  1.69+0.12  1.29+0.23 0.10

Na (mmol/L) 146.14+5.05 152.40+5.98 157.43+5.05 132.33+7.72 0.08
P (mg/dL) 9.36+0.63 9.45+0.68  8.29+0.63  10.05%0.97 0.80

Alb = albumin; PON1 = paraoxonase; PPT = total plasma proteins; Ure = urea; AST =
aspartate amino transferase; GGT = gamma glutamyl transferase; Cat = total calcium; K
= potassium; Mg = magnesium; P = phosphorus; Na = sodium.
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5 Concluséao

A suplementacao de bezerras com levedura e seus metabdlitos de fermentacéo,
nao alterou o perfil bioquimico clinico e as proteinas de fase aguda, tampouco teve
efeito quando os animais foram acometidos por diarreia. Além disso, pode-se notar
gue os animais alojados em Baias individuais em galpdes tiveram um menor desafio

metabolico, mostrando ser um ambiente mais adequado para esses neonatos.
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Anexo A — Comité de ética

Pelotas, 20 de fevereiro de 2013

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professora Viviane Rohig Rabassa

Faculdade de Veterindria

Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Avalia¢do clinica e zootécnica de
bezerras suplementadas com Saccharomyces cerevisiae ¢ metabélitos de
fermentaciio de levedura hidrolisada”, processo n°231 10.000436/2013-80, sendo de
parecer FAVORAVEL a sua execugdo, considerando ser o assunto pertinente e a
metodologia compativel com os principios éticos em experimentagio animal e com os
objetivos propostos.

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer e assiné-lo, reenviar o processo a
CEEA. Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n° CEEA 0436).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

Atenciogamente,
7
Prof. w Fagonde da Silva
idente da CEEA

Cienteem: @7 / © 32013

Assinatura da Professora Responsavel:
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