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RESUMO

RIBAS, Karine Pinheiro de Oliveira. Niveis de incluséo de alcaloides piperidinicos de
algaroba em dieta para ovinos - avaliagdo comportamental, nutricional e
metabolica. Itapetinga, BA: UESB, 2019. 62p. Dissertacdo. (Mestrado em Zootecnia,
Area de Concentracdo em Producio de Ruminantes).*

Obijetivou-se avaliar os efeitos de dietas aditivadas com niveis de alcaloides piperidinicos
de algaroba (APA: 0; 2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg MS) em comparagdo com monensina (MON:
2,1 mg/kg MS) sobre o comportamento ingestivo e parametros nutricionais em ovinos
(Capitulo 1), depuracdo e excrecdo de creatinina, e avaliagdo de diferentes tempos de
coletas (4, 8, 12, 16, 20 e 24 h ap6s alimentacdo da manhd) de amostragens de coleta spot
de urina e de urina total acumulativa em comparacdo com urina total de 24 h (U24) para
estimar a excrecdo derivados de purina (DP) e razdo de concentracdo de derivados de
purina por creatinina (indice DPC) (Capitulo II). Utilizou-se 400 g de feno de Tifton 85
e 600 g de concentrado por kg de MS da dieta. O comportamento ingestivo foi avaliado
em 30 cordeiros Dorper x Santa Inés, machos ndo castrados, com peso médio inicial de
17,50 £ 0,43 kg durante 4 periodos de coleta de dados, distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 6 repeticdes durante 84 dias. Para avaliar o
consumo, digestibilidade, balanco de nitrogénio, sintese microbiana no ramen e as
excregdes urinarias de creatinina e de DP foram utilizados 5 cordeiros Dorper x Santa
Inés, machos ndo castrados, confinados e peso médio inicial de 21,05 £ 0,54. O consumo
de MS e de FDN nao diferiram entre os aditivos e niveis de APA (P > 0,05). O tempo de
ruminacdo e de mastigacdo de MS e de FDN, mastigacGes mericicas e tempo de
mastigacdo por bolo apresentou resposta quadratica com ponto de minimo em funcéo de
APA (P < 0,05). A eficiéncia de alimentacdo ndo foi afetada com o uso dos aditivos nas
dietas (P > 0,05), mas a eficiéncia de ruminacdo para MS e FDN apresentou efeito
quadratico com ponto de maximo (P < 0,05). N&o houve efeito (P > 0,05) dos aditivos e
nem dos niveis de APA sobre o consumo de PB, EE, NDT, CNF e EM. A Digestibilidade
de PB apresentou efeito quadratico com ponto de maximo (P < 0,05). A excre¢do urinaria
de nitrogénio (N) ndo foi influenciada pela dieta (P > 0,05) e a excrecdo de N fecal e
producdo microbiana apresentou efeito quadratico com ponto de minimo (P < 0,05). O
volume urinario foi afetado de forma linear decrescente pelas dietas (P < 0,05), mas nédo
diferiu entre MON e APA (P > 0,05). Nao houve alterac6es na depuracao de creatinina,
excrecdo diaria de creatinina e concentracdo de creatinina no plasma (P > 0,05). A
excrecdo diaria de DP e o indice DPC variaram de forma quadratica com pontos minimos
(P <0,05). A excrecdo de DP utilizando as amostragens de coleta spot e total acumulativa
estimada com o volume urinario observado (urina total 24 h) variou entre dietas e tempo
de coleta (P < 0,05). A excrecdo diaria de creatinina extrapolada pela urina total
acumulativa e o volume de urina estimado utilizando o valor médio de 16,10 mg/kg PC,
ndo variaram (P > 0,05) entre as dietas, tempo de coleta e a interacdo entre dieta X tempo
ndo foi significativa. O volume urinario estimado ndo diferiu (P > 0,05) entre as dietas,
tempo de coleta spot de urina e interagdo dieta x tempo (P > 0,05). O indice DPC para
urina spot foi diferente entre dietas (P < 0,05), mas sem efeito de tempo e interacdo (P >
0,05). Nao se constatou diferencas entre dietas para indice DPC para urina total
acumulativa e interacdo entre dieta x tempo (P > 0,05) com efeito de tempo de duragédo
de coleta (P < 0,05). Os niveis de APA apresentam efeito dose-dependente sobre a
digestdo ruminal sem afetar o consumo em ovinos, sendo que doses de 2,3 a 4,5 mg/kg
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reduzem a perda de N fecal e aumentam a retencdo de N, doses de 4,5 a 6,6 mg/kg
reduzem a atividade de ruminacéo e a sintese microbiana e doses de 6,6 a 9,2 mg/kg
aumentam a atividade de ruminacéo e a sintese microbiana. A creatinina ndo é afetada
pelas doses utilizadas de APA e pode ser usada para estimar o volume urinario em urina
spot coletadas nos pontos de tempo 4, 8 e 12 h apds alimentacdo da manha. Creatinina
em amostras de urina total acumulativa ndo é adequada para estimar o volume urinario e
para obter o indice DPC.

Palavras-chave: aditivo fitogénico, derivados de purina, métodos de coleta, Prosopis juliflora

* Orientadora: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-orientador: Heryma Giovane de Oliveira
Silva, Dr. UESB.
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ABSTRACT

RIBAS, Karine Pinheiro de Oliveira. Inclusion levels of algaroba piperidine alkaloids
in sheep diet - behavioral, nutritional and metabolic evaluation. Itapetinga, BA:
UESB, 2019. 62p. Dissertation. (Master's Degree in Animal Science, Area of
Concentration in Ruminant Production). *

The objective of this study was to evaluate the effects of diets with piperidine alkaloids
(MPA: 0, 2.3, 4.6 and 9.2 mg/kg DM) compared to monensin (MON: 2.1 mg/kg DM) on
ingestive behavior and nutritional parameters in sheep (Chapter 1), creatinine clearance
and excretion, and evaluation of different sampling times (4, 8, 12, 16, 20 and 24 h after
morning feeding) of urine and total urine cumulative urine collection compared to 24-h
total urine (U24) to estimate purine derivatives (PD) and purine derivatives ratio by
creatinine (PDC index) (Chapter I1). 400 g of Tifton 85 hay and 600 g of concentrate per
kg of diet DM were used. The ingestive behavior was evaluated in thirty lambs Dorper x
Santa Inés, uncastrated males, with average initial weight of 17.50 + 0.43 kg during 4
periods of data collection, distributed in a completely randomized design with 5
treatments and 6 replications during 84 days. To evaluate the consumption, digestibility,
nitrogen balance, microbial synthesis in the rumen and the urinary creatinine and PD
excretions, 5 Dorper x Santa Inés lambs, uncastrated male, housed with average initial
weight of 21.05 + 0.54. Consumption of DM and NDF did not differ between additives
and MPA levels (P > 0.05). The rumination and chewing time of DM and NDF, merit
chewing and chewing time per cake showed a quadratic relationship with a minimum
point of MPA (P < 0.05). The feed efficiency was not affected by the use of the additives
in the diets (P > 0.05), but the rumination efficiency for DM and NDF showed quadratic
effect with maximum point (P < 0.05). There was no effect (P > 0.05) of the additives and
neither of the MPA levels on CP, EE, TDN, FNC and DM. The digestibility of CP showed
quadratic effect with maximum point (P < 0.05). The urinary excretion of nitrogen (N)
was not influenced by the diet (P > 0.05) and the excretion of fecal N and microbial
production showed a quadratic effect with a minimum point (P < 0.05). The urinary
volume was affected linearly decreasing by the diets (P < 0.05), but did not differ between
MON and MPA (P > 0.05). There were no changes in creatinine clearance, daily
creatinine excretion and plasma creatinine concentration (P > 0.05). The daily excretion
PD and PDC index varied in a quadratic way with minimum points (P < 0.05). The
excretion of PD using spot sampling and cumulative total sampling with observed urine
volume (total urine 24 h) differed between diets and collection time (P < 0.05). Daily
excretion of creatinine extrapolated by cumulative total urine and estimated urine volume
using the mean value of 16.10 mg/kg CP did not vary (P > 0.05) between diets, time of
collection and interaction between diet x time was not significant. Estimated urinary
volume did not differ (P > 0.05) between diets, urine spot collection time and diet x time
interaction (P > 0.05). The PDC index for spot urine was different between diets (P <
0.05), but with no effect of time and interaction (P > 0.05). There were no differences
between diets for PDC index for cumulative total urine and interaction between diet and
time (P > 0.05) with effect of duration of collection (P < 0.05). MPA levels have a dose-
dependent effect on ruminal digestion without affecting consumption in sheep, and doses
of 2.3t0 4.5 mg/kg reduce fecal N loss and increase N retention, doses of 4.5 to 6.6 mg/kg
reduced rumination activity and microbial synthesis and doses of 6.6 to 9.2 mg/kg
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increased rumination activity and microbial synthesis. Creatinine is not affected by MPA
doses and can be used to estimate urine volume in spot urine collected at time points 4, 8
and 12 h after morning feeding. Creatinine in cumulative total urine samples is not
adequate to estimate urinary volume and to obtain the PDC index.

Key words: phytogenic additive, purine derivatives, collection methods, Prosopis
juliflora

* Adsiver: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-adsiver: Heryma Giovane de Oliveira Silva,
Dr. UESB.
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1 INTRODUCAO

A digestdo de ruminantes é dependente da atividade de espécies microbianas e
fatores fisico-quimicos ruminais, como temperatura e pH, que se inter-relacionam de
forma complexa (Faniyi et al., 2019). Essa simbiose garante a hidrolise de nutrientes,
uma vez que, ndo ha secrecdo de enzimas digestivas no rimen e subsequentemente, a
fermentacdo destes fornecem produtos que constituem a principal fonte de energia e
nitrogénio para o hospedeiro.

No ambiente ruminal, a proteina dietética é hidrolisada liberando aminoacidos
para serem utilizados na sintese de proteina pelos microrganismos ruminais (Pmic), e
uma vez em excesso 0s aminoacidos sdo desaminados e a amonia liberada pode seguir
duas rotas. Pode ser utilizada para sintese de proteina microbiana ou absorvida através
da parede ruminal e transformada no figado em ureia que pode ser reciclada de volta ao
rimen ou excretada na urina.

A estratégia eficaz para reduzir o fornecimento de proteina alimentar € aumentar
0 rendimento de Pmic, uma vez que € de alto valor biolégico e pode melhorar o
desempenho animal, além de reduzir custos ou desperdicios gerados pela inclusdo de
excesso de proteina bruta na dieta (Lu et al., 2019).

A taxa, a velocidade e o tipo de fermentacdo dos substratos séo influenciados
por diferentes populacGes microbianas que podem ser suscetiveis ou resistentes aos
componentes dietéticos. Por essa razdo, manipular a fermentacdo ruminal surge como
uma possibilidade de minimizar perdas de nitrogénio e de energia, bem como promover
um ambiente favoravel para aumentar a eficiéncia de sintese de Pmic. Na década de 70,
descobriu-se uma série de compostos ativos que atendem pelo menos em parte esses
principios, os ion6foros antimicrobianos (Azzaz et al., 2015).

Segundo Lucci et al. (2001), o efeito dos iondforos sobre a digestibilidade
ruminal pode ser influenciado por fatores como adaptacdo, dieta, estado fisioldgico,
idade dos animais, tempo de incubacéo, tipo e dose do produto utilizado, entre outros.
Os efeitos ionoféricos mais conhecidos sdo da monensina devido a sua ampla utilizagdo

no setor agropecuario (McGarvey et al., 2018; Ogunade et al., 2018) e foi descrita pela



primeira vez por Agtarap et al. (1967), como composto derivado de Streptomyces
cinnamonensis e referido como acido monésico de peso molecular de 670 Da.

A dimensdo da molécula de monensina favorece a ligacdo do sddio ao invés do
potassio (Armstrong, 2016), inibindo o crescimento bacteriano de gram-positivas pela
formacdo de poros, que facilita a permeabilidade desse ion através da membrana celular.
Em razdo disso, o mecanismo da bomba idnica microbiana, na tentativa de manter
osmolaridade intracelular utiliza sua energia de forma excessiva, até deprimir as suas
reservas e se exaurir (Takano et al., 2015). Nesse contexto, ha uma alteracdo dos perfis
de &cidos graxos volateis em favor da producéo de propionato, reduzindo a degradacédo
de aminoécidos e manipulacdo da biohidrogenacdo de &cidos graxos insaturados no
ramen (Ogunade et al., 2018).

Inicialmente a monensina foi produzida para atingir células bacterianas
individuais, o que na verdade aparenta ser promissor, mas no inicio do século 20 ficou
claro que estas vivem em comunidades complexas chamadas de biofilmes e isso confere
vantagem aos microrganismos, como resisténcia a antimicrobianos e possivel
transferéncia em nivel de saude publica (Penesyan et al., 2015).

Sendo assim, a Unido Europeia (UE, 2019) como medida profilatica, proibiu o
uso da monensina e gerou uma crescente atencdo mundial a respeito. Nos Estados
Unidos, a utilizacdo da mesma também é proibida como aditivo em racdes de ovinos
devido ao possivel efeito residual detectado em carcacas e visceras, caso 0 periodo de
caréncia ndo seja respeitado. Embora no Brasil ndo esteja disponivel uma dose
padronizada, na Australia a Elanco (2011) recomenda 5-20 mg/kg de MS da dieta de
monensina para ovinos, que nao causaria residuos na carcaca e comprometimento da
satde animal.

No entanto, é importante levar em consideracdo outros fatores, como 0 manejo
de suplementacdo com monensina, que se consumida em excesso causa toxicidade. No
Canada, por exemplo, Jones (2001) relatou que uma dose de 448 ppm/animal/dia afetou
um numero de ovinos, mas foi devastador para o rebanho. No Brasil também foi
constatado por Silva et al. (2016) a intoxicacdo de 40 ovinos alimentados com dose de
225 ppm por dia, equivalente a 11,25 mg/kg de peso corporal.

A limitacdo ao uso de antimicrobianos ionoforos para fins ndo terapéuticos
baseia-se no surgimento de bactérias resistentes e isso tem incentivado pesquisas com

agentes antimicrobianos ndo sintéticos, obtidos por extracdo utilizando Orgdos de
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plantas que produzem compostos do metabolismo secundério. Assim, ha oportunidade
de utilizar plantas como a algarobeira (Prosopis juliflora) como matéria-prima para
obtencédo de alcaloides com acdo biogénica, que é uma alternativa promissora devido a
sua rapida propagacao e difusdo no semiarido (Neto et al., 2015).

O uso de algaroba como fonte alimentar para ovinos ja demonstrou seus efeitos
positivos sobre o consumo, comportamento ingestivo e outros parametros nutricionais,
quando utilizada em suplementos concentrados (Alves et al., 2010; Almeida et al., 2011
Pereira et al., 2013b; Neto et al., 2015). Desde entdo, estudos in vitro foram
desenvolvidos por Santos et al. (2013) e Pereira et al. (2017), em doses 25, 50, 100, 200
mg/L e 3,9; 7,9 e 12 pg de extrato de vagem de algaroba, respectivamente. Nesses
estudos, as propriedades antimicrobianas contra bactérias gram-positivas foram
observadas, uma vez que, o principio ativo dos alcaloides piperidinicos de algaroba
(APA) é de natureza ionoforica, com provavel acdo similar a monensina e que reduziu a
producdo de gases totais de fermentacdo ruminal in vitro, em particular na reducéo de
metano.

Estudos com extratos vegetais remetem a uma preocupacao a respeito da dose
necessaria para obter efeitos favoraveis e a padronizacdo da concentracdo definida, que
pode ser variavel entre espécimes utilizados como matéria-prima e no processo de
obtencdo dos extratos.

Santos (2017) testou doses (2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg MS) de APA em ovinos e
constatou reducdo no tempo de abate na dose de 9,2 mg/kg de APA e ainda inferiu que
pode reduzir o fornecimento de proteina bruta sem prejuizos na retencdo corporal de
nitrogénio. Subsequentemente, Sousa (2018) utilizou doses de 6,6; 17,3 e 27,8 mg/kg de
APA da dieta para ovinos e relatou melhor utilizacdo da proteina bruta da dieta e
mitigacdo de metano em doses entre 17,3 e 27,8 mg/kg de APA.

Dado o fato de que, o uso de antimicrobianos modifica o crescimento de
microrganismos do rumen e como consequéncia a fermentacdo € alterada, a
quantificacdo da sintese de Pmic torna-se importante em estudos de avaliacdo de
antimicrobianos na nutricdo de ruminantes, uma vez que a proteina microbiana
contribui com uma proporcao préxima a 50% das exigéncias por proteina metabolizavel
em ruminantes (NRC, 2007).

Para quantificar o fluxo de Pmic do rumen ao intestino delgado, a técnica que

utiliza a excrecdo urinéria de derivados de purina (DP) é muito difundida no meio
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cientifico e € um método indireto (Chen & Gomes, 1992; Kozloski et al., 2017). Esta
técnica ndo é invasiva, mas requer coleta de urina total de 24 h e tem por principio o uso
de DP urinario como marcador da sintese de Pmic. Para tornar a coleta de urina
aplicavel em qualquer sistema de criacdo de ruminantes e em fémeas, a coleta spot de
urina seria a mais adequada (Junior et al., 2018).

Dessa forma, a atividade renal deve ser avaliada porque poderd interferir na
acuracia do método (Pereira, 2015) A atividade renal além de ser modificada pelo
tempo de alimentacdo (Muszczynski et al., 2015) como também pode ser alterada pelo
uso de substancias bioativas (Dermitas et al., 2018), como sdo os alcaloides
piperidinicos de algaroba. Skotnika et al. (2007) relataram que, quando se utilizam
fitoterapicos na alimentagcdo animal, o conhecimento detalhado dos ritmos diurnos
renais € Util para interpretacdo confidvel dos resultados experimentais e s&o
extremamente importantes para o desenvolvimento do manejo alimentar. A amostragem
de urina spot em diferentes pontos de tempo como alternativa a coleta de urina total de
24 h, para obtencdo da excrecdo urinaria de derivados de purina, seria adequada nas
condicdes de utilizacdo da suplementacdo com APA em dietas para cordeiros?

A avaliacdo de dietas suplementadas com diferentes doses de APA em
alternativa ao uso de monensina em cordeiros deve ser realizada para determinar a
melhor dose a ser administrada nesta categoria. Os efeitos sobre o comportamento
ingestivo, pardmetros nutricionais e atividade renal sdo considerados importantes, uma
vez que estas varidveis servem de indicadores de possiveis alteragdes durante

alimentacdo, digestéo e pos-absor¢do nos cordeiros.

1.1 Monensina e alcaloides piperidinicos de algaroba como antimicrobianos

Antimicrobianos, também chamados de ionoforos sdo definidos como
compostos que possuem a efetividade de inibir o crescimento de microrganismos,
inicialmente utilizados como coccidiostaticos em aves e depois como melhoradores de
desempenho em ruminantes. Atualmente, ainda sdo aprovados o uso de iondéforos
antimicrobianos em diversos animais de importancia econémica (Elanco 2011), apesar
da proibi¢do do uso de monensina pela Unido Européia e Estados Unidos somente para
ovinos (UE, 2019; Elanco 2016).
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Os mecanismos conhecidos por causar resisténcia podem ser divididos em trés
fatores principais: a mudanca do mecanismo no alvo do antibiético; a inativacdo do
antibidtico ocasionada por enzimas secretadas por bactérias e a concentragdo ou dose
utilizada ndo atinge niveis deletérios suficientes em células bacterianas. Este Gltimo
pode ocorrer em duas situacbes: a primeira é a diminuicdo da permeabilidade da
membrana através das porinas e a segunda é a efetividade das bombas de efluxo no
descarte do composto (Aygil, 2015).

Desde a sua introducdo, os ion6foros desempenharam papeis importantes na
producdo e sistemas em todo o mundo (Novilla, 2018) e sua excluséo total gera um
desafio que estimula a busca imediata de produtos substitutivos. Em razdo disso, 0s
aditivos a base de extratos vegetais tendem a ser uma alternativa com propoésito de
substituicdo dos aditivos sintéticos, diminuindo assim, as limitagbes impostas por
alguns mercados consumidores.

Prosopis juliflora, mais conhecida como algaroba, é nativa do norte da América
do Sul, América Central e Caribe (William & Jafri, 2015) e sua abundancia em regides
aridas e semiaridas permite facil acesso e estudo sobre suas propriedades. A
especificidade da acdo farmacoldgica e toxicoldgica dos alcaloides piperidinicos de
algaroba (APA) tem sido investigada devido a limitacdo estabelecida por mercados
consumidores. Segundo Kamra et al. (2006) e Valdes et al. (2014), a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais é altamente especifica, o que traz a possibilidade de
acdo similar aos sintéticos, para manipular a fermentacdo ruminal inibindo
seletivamente apenas alguns grupos de microrganismos ruminais.

Os alcaloides sdo derivados do metabolismo secundério, heterociclico e ativo de
plantas e eram considerados na sua maioria um fator negativo na alimentacdo animal,
porém, estudos ja comprovaram beneficios na produtividade animal (Calabro, 2015; Da
Silva et al., 2018) e seus potenciais farmacoldgicos na forma de extratos de algaroba sédo
bem descritos como antimicrobianos, antioxidantes, antimalarico, larvicida e inseticida,
anti-helminticas e diversas outras fungdes (Singh & Verma, 2011; Cushnie et al. 2014;
William & Jafri 2015; Damasceno et al. 2017).

A conformacdo da estrutura quimica dos alcaloides piperidinicos pode
encontrar-se no estado livre, na forma de sais ou 6xidos (Santos, 2017) e o APA, por
sua vez, se encontra na estrutura de sal, com massa molecular de 630 Da, com

capacidade inibitéria de bactérias gram-positivas (Santos et al., 2013). Os principais
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presentes nas vagens sdo juliprosina, juliprosopina e pela primeira vez Santos et al.,
(2013), revelou prosoflorina.

Segundo Chourdary et al. (2005), a acdo de APA parece ter afinidade pelos ions
de Ca?" e proteinas ligadoras de calcio na célula bacteriana, em razao dos bloqueios dos
canais de Ca?* em células eucariotas poderiam funcionar em células procariotas devido
a uma caracterizacao filogenética na membrana bacteriana com proteinas ligadoras de
Ca?* (CaBPs). Suas propriedades devem-se aos anéis inddlicos e heretociclicos que
conferem carater polar e apolar devido as longas cadeias de carbono. Essa dupla
polaridade pode promover um efeito desorganizador na membrana celular, alterando o
transporte de ions e outras substancias importantes.

Deste modo, a ligagdo de alcaloides de piperidina a essas CaPBs podem
desorganizar suas funcOes estruturais ou reguladoras de tamponamento, sensoriais e
transdutoras de sinal, exaurindo energeticamente a celula bacteriana, comprometendo
sua sobrevivéncia (Dominguéz et al., 2015), uma vez que, o limite de exclusdo
molecular das porinas bacterianas estdo em uma faixa de 600 a 800 Da (Zeth e Thein,
2010). Como resultado desse mecanismo de acdo, eles tendem a otimizar a producéo de
propionato, diminuir a desaminacdo de aminoacidos da dieta e aumentar o fluxo de
proteina para o intestino delgado e como consequéncia melhorar a digestibilidade da
dieta (Janior et al., 2017).

1.2 Método de derivados de purina urinarios como marcadores de sintese de

proteina microbiana

Os ruminantes utilizam nitrogénio proteico e ndo proteico a partir da proteina
dietética. A fonte de proteina verdadeira é degradada em aminoacidos e amdnia para
que possam ser utilizadas pelos microrganismos a fim de sintetizar a proteina
microbiana (Pmic). Isso garante alta digestibilidade com perfil de aminoacidos de
grande importancia para o desempenho animal. Além disso, aumentar o rendimento de
Pmic é uma estratégia mais eficaz para reduzir o desperdicio de proteina dietética, uma
vez que, quando esta é excedente, é degradada em aménia no rumen, metabolizada a
ureia no figado e excretada na urina (Lu et al., 2019).

A sintese proteica no ramen € influenciada pela oferta de nutrientes e populacéo

microbiana (Thomas, 1973), sendo assim, a taxa de proliferagdo microbiana depende da



velocidade com que os microrganismos sdo estabelecidos no ambiente ruminal e do
suprimento de nutrientes, como a disponibilidade de energia e nitrogénio. Ambos
devem estar em quantidades equilibradas, sendo que a glicose fornece energia
necessaria para o crescimento celular e os peptideos sdo direcionados para a sintese
proteica dos microrganismos (Hackmann & Firkins, 2015).

Para mensurar esse fluxo microbiano, muitos métodos internos e externos foram
desenvolvidos, dentre eles: 2,6 - acido diaminopimélico (Czerkawski, 1974), bases
purinas (Schelling e Byers, 1982), °N (Siddons et al., 1985) e **S (Beever et al.,1987),
porém sdo laboriosos e entraram em desuso. O método de derivados de purina (DP)
surgiu como uma alternativa eficaz de substituicdo, pois ndo é invasivo e muito menos
requer animais preparados cirurgicamente (Chen & Gomes, 1992).

Dado o fato de que, o uso de antimicrobianos modifica a fermentagdo ruminal e
como consequéncia 0s microrganismos do rdmen sdo alterados e atuam como a
principal fonte de proteina para os ruminantes, a excregdo urinaria de derivados de
purina como produtos finais sdo variaveis importantes e oferecem estimativas
confiaveis da proteina absorvida no intestino delgado (Chen & Gomes, 1992; Kozloski
et al., 2017).

Segundo Kozloski et al., (2017), o fluxo de proteina microbiana para o duodeno
pode ser considerado o mais importante e sensivel marcador nutricional em ruminantes,
pois hd uma alta relacdo com DP. E isso garante o potencial de utilizacdo do mesmo,
uma vez que, os acidos nucleicos e suas bases puricas dos microrganismos Sao
metabolizados a derivados de purina (DP; alantoina, &cido Urico, xantina e hipoxantina),
excretados na urina e podem ser quantificados através de analises laboratoriais.

Até entdo, a limitacdo no uso dessa técnica em ovinos era a coleta de urina
durante um periodo de 24 horas, porém Chen & Gomes (2004) constataram que, a
coleta urinaria pontual (spot) durante um horéario do dia poderia ser realizada e corrigida
pela creatinina, mas esse método baseia-se na premissa de que a excrecdo de creatinina
durante o dia é constante (Santos et al., 2017).

Segundo Pereira (2015), dois fatores podem provocar oscilacdes e imprecisao do
método de coleta spot, o primeiro é o volume de urina produzido, que depende da
ingestdo de &gua, mas nos célculos de excrecdo essas alteracbes nos metabolitos séo
corrigidos facilmente. O segundo poderia ser a alteracdo na taxa de filtragdo glomerular

(TFG), que ndo necessariamente traduz em variacdo do volume urinario, mas pode ser
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influenciada por niveis proteicos dietéticos. Entdo, se a dieta promove reducdo da TFG,
poderd ocorrer diminuicdo da concentracdo dos metabdlitos na urina, inclusive de
creatinina.

Para avaliar se a funcdo renal € alterada pela dieta, a TFG é a prova laboratorial
mais utilizada e é um indice de depuracgdo de creatinina (Kirsztajn, 2009; Manuwar et
al. 2017). A creatinina é um composto organico nitrogenado ndo proteico, formado a
partir da desidratacdo da creatina e filtrada livremente pelos glomérulos renais, isto é,
ndo ha reabsorcdo tubular renal da substancia. A biossintese da creatinina inicia-se,
quando a creatina € sintetizada principalmente no figado e pancreas, por acdo das
enzimas arginina:glicina amidinotransferase e guanidinoacetato metiltransferase (Wiss e
Rima, 2000). Logo apos, ¢ fosforilada pela creatina quinase, catabolizada no musculo e
livremente filtrada pelo glomérulo.

Se a TFG diminui, a concentracdo sanguinea de creatinina aumenta,
apresentando uma relagcdo reciproca entre TFG e concentracdo de creatinina sérica
(Lohsiriwat, 2013). Isso ocorre porque a formacdo de urina ocorre com o resultado da
filtracdo glomerular, reabsorcdo tubular e secrecdo. Se uma substancia € livremente
filtrada no glomeérulo, a depuracdo é equivalente a TFG; se exceder a TFG, o efeito
tubular liquido € secrecéo; e se for inferior a TFG, o efeito liquido é a reabsorcéo, isto é,
a substancia ndo é filtrada livremente (Wang, 2009).

Como a homeostase do corpo e eletrolitos da dgua s@o regulados pelos rins
através da filtracdo de plasma nos glomérulos, absor¢édo e secre¢cdo nos tubulos renais
(Voet, 2008), tais funcdes sdo eventos de grande complexidade, que se inter-relacionam
e quaisquer alteracdes renais podem acarretar disturbios no metabolismo e sub ou
superestimacao de parametros utilizados para estimar a producao.

Entende-se por depuracédo, o volume de sangue, que em unidade de tempo, ap6s
a filtracdo pelos rins, é depurado de uma determinada substancia. Para avaliar essa
depuracéo, a substancia ndo pode ser absorvida e nem secretada nos tubulos renais, o
gue acontece com a creatinina, refletindo entdo a taxa de filtracdo glomerular. Nesse
caso, a creatinina, é removida do plasma, especificando um volume a partir do qual é
removida por unidade de tempo.

A razdo entre derivados de purina/creatinina € referida como indice DPC e é
corrigido pelo peso metabdlico do animal para facilitar a comparacéo entre animais de

diferentes pesos corporais. Ma et al. (2014), asseguram uma correlacdo linear positiva
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(R = 0,93) entre excrecdo total de DP e indice DPC. E utilizado em procedimentos de
amostragens pontuais, quando a coleta total de urina ndo € vidvel (Dragomir et al.,
2010), uma vez que, estd relacionado ao fluxo de ingestdo alimentar e purina
microbiana intestinal, podendo ser usado entdo como um indicador do fluxo de
nitrogénio microbiano intestinal (\Valadares Filho et al., 2007).

A partir do indice DPC, pode-se estimar sintese de proteina microbiana em
ovinos através de coletas spot de urina (Chen et al., 2004), quando ndo ha alteracdes na
TFG e consequentemente de creatinina ocasionadas pela dieta (Pereira, 2015), alem
disso, deve-se levar em consideracdo que a sintese de derivados de purina nao é
constante e pode variar conforme o tipo de dieta, e assim levar a sub ou superestimativa
da digestibilidade da matéria orgéanica, dependendo da eficiéncia com a qual é utilizada
na sintese de proteina microbiana (David et al., 2015).

Ademais, utilizar a estimativa da excrecdo diaria de creatinina em ovinos com
base em dados de outros estudos, pode resultar em erros significativos e estes podem ser
ainda maiores, se as amostragens pontuais de urina ndo forem representativas da urina
total excretada. Sendo assim, € importante definir um tempo de coleta e constatar se
houver variacfes na TFG para que se reduza o tempo de amostragem e a técnica seja
aplicavel em grandes grupos de animais.

Dado que, em bovinos ja foi constatado que ndo ha variaces na excre¢do diaria
de creatinina, tempos de coleta e dieta, pode-se utilizar um valor literario referente a
raca e idade do animal quando a coleta durante 24 horas ndo for possivel (Barbosa et al.,
2006; George et al., 2006; Leal et al., 2007; Chizzotti et al., 2008). Em ovinos a
escassez de estudos avaliando tempo de coleta de urina ndo é capaz de promover esta
mesma condicao, mas estudos recentes conduzidos por Santos et al. (2018) recomenda-
se a coleta de 3 horas apds a alimenta¢do como alternativa a coleta de urina de 24 horas
para ovinos.

Essa falta de informacdo a respeito da precisdo da técnica de amostragem
pontual e a necessidade de tornar o método de coleta spot aplicavel em ovinos requer
uma melhor investigacdo a respeito de qual melhor horario sera representativo a um

periodo de 24 horas, sem abnegar o funcionamento da funcéo renal.
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Il - OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de niveis de inclusdo de extrato alcaloidico de algaroba

comparados & monensina sddica em dieta para ovinos.
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111 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
Capitulo |

i)  Avaliar o comportamento ingestivo;
ii) Determinar o consumo, digestibilidade, balango de nitrogénio e sintese de
proteina microbiana;

Capitulo 11

iii)  Avaliar a excrecdo e depuracao de creatinina;
iv) Comparar métodos de coleta utilizando coleta spot e coleta total acumulativa de
urina em intervalos de 4 horas, com coleta total de urina com duragéo de 24 horas

€m oVinos.
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IV - CAPITULO |
COMPORTAMENTO INGESTIVO E PARAMETROS
NUTRICIONAIS EM OVINOS ALIMENTADOS COM NIVEIS DE
ALCALOIDES PIPERIDINICOS DE ALGAROBA

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos de dietas aditivadas com niveis de alcaloides
piperidinicos de algaroba (APA: 0; 2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg MS) em compara¢do com
monensina (MON: 2,1 mg/kg MS) sobre o comportamento ingestivo e parametros
nutricionais em ovinos. Utilizou-se 400 g de feno de Tifton 85 e 600 g de concentrado
por kg de MS da dieta. O comportamento ingestivo foi avaliado em 30 cordeiros Dorper
x Santa Inés, machos nédo castrados, confinados e peso médio inicial de 17,50 £ 0,43 kg
durante 4 periodos de coleta de dados, distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado com 5 tratamentos e 6 repeticGes durante 84 dias. Para avaliar o consumo,
digestibilidade, balango de nitrogénio e sintese microbiana no ramen, foram utilizados 5
cordeiros Dorper x Santa Inés, machos ndo castrados, confinados e peso médio inicial
de 21,05 % 0,54. Os animais foram distribuidos em delineamento quadrado latino 5 x 5,
durante 95 dias. O consumo de MS e de FDN ndo diferiu entre os aditivos e niveis de
APA (P > 0,05). O tempo de ruminacédo e de mastigacdo de MS e de FDN, mastigacoes
mericicas e tempo de mastigacao por bolo apresentou resposta quadratica com ponto de
minimo na dose de 5,6 mg/kg em funcdo de APA (P < 0,05). A eficiéncia de
alimentacdo ndo foi afetada com o uso dos aditivos nas dietas (P > 0,05), mas a
eficiéncia de ruminacdo para MS e FDN apresentou efeito quadratico com ponto de
maximo de 5,4 mg/kg de MS de APA (P < 0,05). Ndo houve efeito (P > 0,05) dos
aditivos e nem dos niveis de APA sobre o consumo de PB, EE, NDT, CNF e EM. A
Digestibilidade de PB apresentou efeito quadratico com ponto de maximo de 4,5 mg/kg
de MS de APA na dieta (P < 0,05). A excre¢do urinaria de nitrogénio (N) ndo foi
influenciada pela dieta (P > 0,05) e a excrecdo de N fecal e producdo microbiana
apresentou efeito quadratico com ponto de minimo no nivel 4,5 mg/kg de MS de APA
(P < 0,05). Os niveis de APA apresentam efeito dose-dependente sobre a digestdo
ruminal sem afetar o consumo em ovinos, sendo que doses de 2,3 a 4,5 mg/kg reduzem
a perda de N fecal e aumentam a retencdo de N, doses de 4,5 a 6,6 mg/kg reduzem a
atividade de ruminacdo e a sintese de proteina microbiana e doses de 6,6 a 9,2 mg/kg
aumentam a atividade de ruminacdo e a sintese de proteina microbiana.

Palavras-chave: balanco de nitrogénio, dose-dependente, monensina

* Orientadora: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-orientador: Heryma Giovane de Oliveira
Silva, Dr. UESB.
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IV -CHAPTER |
INGESTIVE BEHAVIOR AND NUTRITIONAL PARAMETERS IN
SHEEP FED WITH MESQUITE PIPERIDINE ALKALOIDS
LEVELS

ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the effects of diets with piperidine alkaloids
(APA: 0, 2.3, 4.6 and 9.2 mg/kg DM) compared to monensin (MON: 2.1 mg/kg DM) on
ingestive behavior and nutritional parameters in sheep. 400 g of Tifton 85 hay and 600g
of concentrate per kg of diet DM were used. The ingestive behavior was evaluated in 30
Dorper x Santa Inés lambs, uncastrated male, housed and mean initial weight of 17.50
0.43 kg during 4 periods of data collection, distributed in a completely randomized
design with 5 treatments and 6 replicates for 84 days. To evaluate the consumption,
digestibility, nitrogen balance and microbial synthesis in the rumen, 5 Dorper x Santa
Inés lambs, uncastrated male, confined and average initial body weight of 21.05 + 0.54
were used. The animals were randomly distributed in a 5 x 5 latin square design for 95
days. Consumption of DM and NDF did not differ between additives and APA levels (P
> 0.05). The rumination and chewing time of DM and NDF, merit chewing and chewing
time per cake showed a quadratic relationship with a minimum dose point of 5.6 mg/kg
as a function of MPA (P < 0.05). The feed efficiency was not affected by the use of the
additives in the diets (P > 0.05), but the rumination efficiency for DM and NDF showed
a quadratic effect with a maximum point of 5.4 mg/kg MPA MS (P < 0.05). There was
no effect (P > 0.05) of the additives and neither of the MPA levels on CP, EE, TDN,
FCN and DM. The digestibility of CP showed a quadratic effect with maximum point at
4.5 mg/kg of DM of MPA in the diet (P < 0.05). The urinary excretion of nitrogen (N)
was not influenced by the diet (P > 0.05) and the excretion of fecal N and microbial
production presented a quadratic effect with a minimum point at the 4.5 mg/kg MPA
level (P < 0.05). MPA levels have a dose-dependent effect on ruminal digestion without
affecting consumption in sheep, and doses of 2.3 to 4.5 mg/kg reduce fecal N loss and
increase N retention, doses of 4.5 to 6.6 mg/kg reduced rumination activity and
microbial protein synthesis and doses of 6.6 to 9.2 mg/kg increased rumination activity
and microbial protein synthesis.

Key words: nitrogen balance, dose-dependent, monensin

* Adsiver: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-adsiver: Heryma Giovane de Oliveira Silva,
Dr. UESB.
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INTRODUCAO

A qualidade dos alimentos fornecidos pode causar alteragdes no comportamento
ingestivo dos ruminantes, no que diz respeito as atividades fisioldgicas e temporarias de
alimentacéo, ruminacdo e 6cio. A compreensdo mecanicista e o ritmo da regulacdo do
consumo de alimentos sdo necessarios para predizer a ingestdo e avaliar os efeitos
metabolicos e produtivos em ruminantes (Nikkahar, 2014).

E fato que aditivos, principalmente iondforos, podem estar inclusos no plano
nutricional contribuindo para que tais processos citados acima sejam melhorados.
Apesar de 0 uso de antimicrobianos ser aprovado em muitos paises, a pesquisa tem
investigado se os residuos chegam aos produtos finais para o consumidor, gerando um
desafio pela busca imediata de produtos vegetais substitutos que melhorem a
produtividade da pecuaria de forma sustentavel (Patra e Saxena, 2009; Tajodini et al.,
2014).

A literatura descreve varios compostos ativos de espécies de Prosopis e
diferentes atividades de compostos presentes nas vagens dessas leguminosas, inclusive
as atividades antimicrobianas dos alcaloides piperidinicos de P. juliflora (Henciya et al.,
2017; Preeti et al., 2015 e Soni et al., 2018). Em ensaios de digestdo ruminal in vitro
conduzidos por Batatinha, (1997) e Santos et al. (2013) foi evidenciado que o extrato
rico em alcaloides de vagens de algarobeiras alterou os produtos de fermentacdo. Os
principais alcaloides encontrados no extrato cloroformico béasico de algaroba foram
prosoflorina, juliprosina e julipropina e foi demonstrado que esses compostos alcalinos
e hidrofobicos apresentam propriedade de atuacdo como ionoforo na membrana
plasmatica da célula e de inibicdo de bactérias gram-positivas com potencial de
substituir a monensina (Choudary et al., 2005; Santos et al., 2013; Pereira et al., 2017).

Em estudo de producdo de metano, Sousa (2018) utilizou doses de 6,6; 17,3 e
27,8 mg/kg de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA) em dietas para ovinos e
demonstrou a mitigacdo de metano em doses entre 17,3 e 27,8 mg/kg de APA. Em
ensaio de desempenho com cordeiros, Santos (2017) testou doses crescentes de APA
nas dietas (2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg MS), constatando maior peso corporal final de cordeiros
alimentados com a maior dose de APA.

Diante desses resultados promissores, a utilizacdo de APA na alimentacdo de

ovinos podera ser recomendada ndo somente por avaliagdo de desempenho, mas apés
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varios estudos envolvendo avaliagdo comportamental, nutricional e metabdlico-
toxicoldgica. Assim, objetivou-se nesse estudo avaliar o comportamento ingestivo e
parametros nutricionais em ovinos alimentados com doses de APA (2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg
de MS da dieta).
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MATERIAL E METODOS

Local, animais e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no setor de ovinos e caprinos (SETOC),
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Juvino Oliveira, Itapetinga-BA.
A aprovacio da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) esta sob Protocolo n°
23/2013.

O comportamento ingestivo foi avaliado através de 30 ovinos Dorper x Santa
Inés, machos ndo castrados, dispostos em baias individuais com peso médio 17,50 +
0,43 kg durante 4 periodos. Os animais foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 6 repeti¢cdes durante 84 dias, sendo 0s
primeiros 16 dias de adaptacéo e 5 dias de coleta.

O consumo, digestibilidade, balanco de nitrogénio e sintese microbiana foram
avaliados através de 5 ovinos do mesmo grupo genético e idade, confinados em gaiolas
metabolicas com idade aproximada de 120 dias e peso medio inicial de 21,05 * 0,54 kg
e peso medio final 41,03 £ 2,74 kg. Os animais foram distribuidos em delineamento

quadrado latino 5 x 5, durante 95 dias, sendo 14 dias de adaptacéo e 5 dias de coleta.

Obtencdo de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)

As vagens maduras de (Prosopis juliflora) foram obtidas no municipio de
Brumado/BA, colhidas manualmente apds cairem no chdo e ensacadas, no periodo de
junho a julho de 2014. Foram selecionadas apenas vagens sem alteracGes no pericarpo.
Devido a presenca de umidade no material, as vagens foram espalhadas em uma lona
em estufa de vegetacdo para secagem, durante trés dias, com controle da temperatura
em 30°C + 0,2°C para evitar perdas das propriedades dos alcaloides. Ao final da tarde,
todo o material era coberto para evitar a umidade do ar durante a noite. Posteriormente a
secagem, as vagens foram processadas em moinho tipo Willey com utilizacdo de
peneira com malha de 2 mm para obtencdo de 10 kg de farinha das vagens integrais. O
material obtido foi embalado em sacos de polietileno e acondicionado em freezer. Ap6s
a moagem, a farinha integral de vagens (algaroba) foi destinada a producdo de extrato

alcaloidico, conforme descrito por Santos (2017).

Dietas experimentais
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As dietas foram balanceadas mediante estimativa de exigéncias, conforme
equacdes do NRC (2007), considerando ganho de peso diario de 200 g; com 75% de
digestibilidade de MS e 40% de proteina degradavel no rimen e o consumo de &gua foi
ad libitum. As dietas experimentais consistiram na adicdo de monensina sodica (2,1
mg/kg MS) e nos niveis de adi¢do de APA (0; 2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg MS).

As proporgdes dos ingredientes da dieta e composi¢cdo quimica do volumoso e

concentrado estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Proporg¢do dos ingredientes da dieta e composicdo quimica do feno de Tifton
85 e concentrado

Ingredientes Dieta experimental

(o/kg MS)
Feno de Tifton 85 400
Farelo de milho 450
Farelo de soja 130
Sal mineral® 15
Ureia 4
Energia Metabolizavel (MJ/kg MS) 9,7
Nutrientes (g/kg MS) Feno de Tifton 85 Concentrado
Matéria seca 855,1 882,2
Matéria organica 922,2 960,3
Proteina bruta 70,9 167,0
Proteina insolUvel em detergente neutro 47,7 130,5
Proteina insolUvel em detergente acido 40,2 57,3
Extrato etéreo 36,0 21,0
Carboidratos totais 820,3 703,5
Carboidratos néo fibrosos 447 237,7
Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina 775,6 465,8
Hemicelulose 134,4 278,7
Celulose 561,6 181,0
Lignina 132,0 25,5
Nutrientes digestiveis totais 391,2 722,3

ASal Mineral = composigdo: 120 g Ca/kg, 87 g P/kg, 147 g Na/kg, 18 g S/kg, 590 mg Cu/kg, 40 mg
Col/kg, 20 mg Cr/kg, 1.8 g Fe/kg, 80 mg I/kg, 1.3 g Mn/kg, 15 mg Se/kg, 3.8 g Zn/kg, 300 mg Mo/kg, 870
mg F/kg (méax.), de solubilidade do fésforo (P) em acido citrico a 2% (min.) — 95%.

As dietas foram fornecidas diariamente as 07h00min e 15h00min, ad libitum, de
forma a permitir 10% do fornecimento em sobras. Entretanto, o consumo voluntario
diario foi calculado pela diferenca entre a dieta total oferecida e as sobras colhidas e
pesadas duas vezes ao dia.

A dose de monensina (MON) 2,1 mg/kg MS na dieta foi utilizada para comparar
com a menor concentracdao de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA), que foi de

2,3 mg/kg MS. Os aditivos (MON e APA) foram misturados aos minerais e, em
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sequida, adicionados aos demais ingredientes de cada concentrado no misturador

industrial.

Coletas e analises laboratoriais

Consumo e digestibilidade de nutrientes

As amostras de volumoso e de concentrados fornecidos, bem como de sobras e
de fezes referentes a cada animal foram colhidas do 14° ao 19° dia de cada periodo
experimental, acondicionadas em sacos de polietileno e armazenadas em freezer a -
20°C, para posteriores analises quimicas, realizadas no laboratério de Forragicultura e
Pastagens da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Juvino Oliveira,
Itapetinga, Bahia.

Amostras do volumoso e concentrados de cada animal foram pré-secadas em
estufa com ventilacdo forcada a 60°C por 72 horas e, em seguida, moidas em moinho de
faca tipo Willey em peneira com malha de 1 mm para anélises quimicas. Nas amostras
de alimentos (sobras e fornecidos) foram determinados os teores de matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) (AOAC, 2010).

Para as andlises de fibra em detergente neutro (FDN), as amostras foram tratadas
com alfa-amilase termoestavel, sem o uso de sulfito de sddio e corrigidas para cinzas
residuais segundo Mertens (2002). A correcdo da FDN para 0s compostos nitrogenados
e estimacao dos contetidos de compostos nitrogenados insolveis nos detergentes neutro
(NIDN) e acido (NIDA) foram feitas conforme Licitra et al. (1996).

A lignina foi obtida a partir da metodologia descrita em Detmann et al. (2012),
com o residuo do FDA tratado com &cido sulfurico a 72% nas amostras de volumoso e
concentrados. Segundo Sniffen et al. (1992), os carboidratos totais (CT) foram
estimados da seguinte forma:

CT =100 - (%PB + %EE + %cinzas)

Os teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados com adaptacéo
ao proposto por Hall (2003), utilizando o FDNcp, conforme equacao:

CNF = (100 - %FDNCcp - %PB + %EE + cinzas)

O consumo de MS, MM, PB, FDNcp, CT, CNF, EE, NDT e EM foi mensurado

durante o 14° ao 19° dia de cada periodo experimental, através da quantidade da dieta
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fornecida, subtraindo-se as sobras. Dessa forma, a digestibilidade aparente dos
nutrientes foi avaliada atraveés do consumo voluntario individual dos animais.

A coleta total de fezes foi efetuada com o uso de bolsas coletoras presas ao
corpo de todos os cordeiros, permanecendo por trés dias para adaptacdo e por mais trés
dias para coleta de fezes, em cada periodo. A quantidade diaria de fezes foi mensurada,
utilizando balanca digital com precisdo de 0,1 g e armazenada em congelador a -10°C.
No ultimo dia de coleta, apdés homogeneizacdo, foram retiradas aliquotas de 5% da
producéo fecal de cada dia, para confec¢do de amostras compostas de cada animal.

Os coeficientes de digestibilidade (CD) da matéria seca (DMS), matéria organica
(DMO), proteina bruta (DPB), extrato etéreo (DEE), fibra em detergente neutro
(DFDNCcp) e dos carboidratos ndo fibrosos (DCNF) de cada dieta, foram determinados
por meio do célculo:

CD = [(nutriente consumido — nutriente excretado nas fezes) x 100]/(nutriente ingerido)

Os nutrientes digestiveis totais (NDT), obtidos com o ensaio de digestibilidade,
foram calculados segundo Weiss (1999), mas utilizando a FDNcp e CNF corrigidos
para cinzas e proteinas, pela seguinte equacéo:

NDT = PBD + FDNcpD + CNFD + 2,25 x EED

Em que: PBD = PB digestivel; FDNcpD = FDNcp digestivel; CNFD = CNF
digestiveis; e EED = EE digestivel.

Os teores de nutrientes digestiveis totais estimados (NDT) dos alimentos e dietas
totais foram calculados conforme equacdes descritas pelo NRC (2001).

Os valores de NDT foram convertidos em energia liquida (EL) e energia digestivel
(ED), utilizando-se as equacdes sugeridas pelo NRC (2001):
EL (Mcal/kg) = 0,0245 x NDT - 0,12
ED (Mcal/kg) = 0,04409 x NDT
A transformacao de ED para energia metabolizavel (EM) foi feita segundo:
EM (Mcal/kg) = 1,01 x ED (Mcal/kg) — 0,45

Comportamento ingestivo

O comportamento ingestivo foi avaliado em 30 cordeiros no 20° dia de cada
periodo experimental. Os cordeiros foram observados durante 24 horas, com auxilio de
crondmetros digitais, em intervalos de dez minutos, com trés observagdes por animal.

Para a avaliacdo dos tempos de alimentacéo, ruminagdo e ocio. Observaram-se numeros
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de mastigacdes por bolo ruminal, contabilizando o tempo gasto para ruminagéo de cada
bolo. As varidveis comportamentais observadas foram: alimentacdo, ruminagédo, écio,
eficiéncia alimentar, eficiéncia em ruminagdo e consumo médio de MS e FDNcp por
periodo de alimentacdo; considerou-se o consumo voluntario de MS e FDN¢, dos dias
de realizacdo do comportamento ingestivo.

O consumo individual dos animais foi mensurado no final do comportamento
ingestivo, em cada periodo de 21° dias de fornecimento das dietas experimentais,
subtraindo-se das sobras a quantidade de dieta ofertada para cada animal. Dessa forma,
foram avaliados os consumos de MS, FDNcp.

As variaveis foram obtidas através das equacfes a seguir:

Tempo de alimentagéo
min/kg MS (min/kg) = TAL/CMS
min/kg FDN (min/kg) = TAL/CFDN¢p
Tempo de ruminagéo
min/kg MS (min/kg) = TRU/CMS
min/kg FDN (min/kg) = TRU/CFDN¢p

Em que, TAL (min/dia): tempo de alimentacdo; CMS (g/dia): consumo de
matéria seca; CFDN¢p (g/dia): consumo de fibra de detergente neutro corrigido para
cinzas e proteina; TRU (min/dia): tempo de ruminacao.

As variaveis foram obtidas através das equacdes descritas por Birger et al.,
(2000):

EALws (9/h) = CMS/TAL;
EALFronep (/) = CFDNcp/TAL;
ERUws (g/h) = CMS/TRU;
ERUrpnep (9/h) = CFDNCcp/TRU;
NBR (n°/dia) = TRU/TMM
gMS/bolo (n°/g) = gMS/NBR
gFDN¢p/bolo (n°/g) = gFDN¢/NBR
NMM (n/dia) = NM/boloxNBR
TMT (h/dia) = TAL+TRU
min/kg MS (min/kg) = TMT/gMS
min/kg FDN¢p (min/kg) = TMT/gFDNcp
Em que EAL (g MS/h e g FDNcpn): eficiéncia de alimentacdo; ERU (g MS/he g

FDNcpn): eficiéncia de ruminacdo; NBR (n°/dia): numero de bolos ruminados; TMM
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(s): tempo de mastigacdo mericicas; NMM (n°/dia): nimero de mastigacdo mericicas;
TMT (h/dia): tempo mastigacéo total.

Balanco de nitrogénio e sintese microbiana

Apds o fornecimento da alimentacdo no 18° dia de cada periodo experimental,
coletou-se urina total do periodo de 24 h, que teve duracdo até 19° dia. A amostragem
foi feita por miccdo espontdnea dos animais, com um recipiente coletor com &cido.
Foram adicionados 100 mL de &cido sulfirico a 20%, e ao final da coleta, pesada,
homogeneizada e filtrada em gaze, retirando uma aliquota de 10% do volume diario em
cada periodo.

As amostras foram elaboradas com pH é&cido (< 3) para evitar a destrui¢do
bacteriana dos metabdlitos presentes na urina e, logo apés, armazenadas a -20°C, no
qual foram destinadas a quantificacdo das concentracdes urinarias de nitrogénio total,
alantoina, acido Urico, xantina e hipoxantina, bem como para mensura¢do do volume
urinario diario.

As concentracdes de acido urico na urina foram determinadas utilizando-se kits
comerciais (Bioclin®). Os teores urinarios de alantoina, xantina e hipoxantina foram
determinados por meio de métodos colorimétricos, conforme especificagdes de Chen &
Gomes (1992), e o teor de nitrogénio total obtido pelo método de micro Kjeldhal (Silva
e Queiroz, 2002). O balanco de nitrogénio (N-retido, g/dia) foi calculado com a
formula: N-retido = N ingerido (g) — N nas fezes (g) — N na urina (g).

A excrecdo de derivados de purinas totais (DP) foi obtida pela soma das
quantidades de alantoina, &cido urico e xantina-hipoxantina excretadas na urina
(mmol/L).

A quantidade de purinas microbianas absorvidas (mmol/dia) foi estimada a partir
da excrecdo de derivados de purinas totais (mmol/dia), por meio da equagdo proposta
por Chen & Gomes (1992), para ovinos:

DP (mmol/dia) = 0,84 PA + (0,150 PC%7° g0.25PA)

Em que: PA sdo as purinas absorvidas (mmol/dia).

A producdo microbiana (g/dia) foi calculada em fungdo das purinas absorvidas
(PA, mmol/dia), utilizando-se a equacdo descrita por Chen & Gomes (1992):

NM =70 PA/(0,83 x 0,116 x 1000)
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Em que: 70 é o conteddo de N de purinas (mg N mmol/dia); 0,83 € a
digestibilidade das purinas microbianas absorvidas e 0,116 é a razdo N-purina/N-total

nas bactérias.

Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada pelo procedimento geral de modelos lineares
(PROC GLM) do programa computacional estatistico SAS (SAS, 2006). Realizou-se
contraste entre dietas MON vs APA 2,3 mg/kg de MS e MON vs APA 2,3; 4,6 e 9,2
mg/kg de MS, bem como contrastes polinomiais para os componentes linear (L) e
quadréatico (Q) na analise de médias das variaveis dependentes em funcdo dos niveis de
APA. Adotou-se como nivel de significancia 5% de probabilidade.

O modelo matematico utilizado para anélise do comportamento ingestivo foi:

Yi=p+titeji=1..aj=1..n
Em que:
Yij = observacdo j em grupo ou tratamento i
p = média geral
1i = 0 efeito fixo de grupo ou tratamento i (denota um pardmetro desconhecido)
gij = erro aleatorio com média 0 e variancia °

A variavel independente 1, frequentemente chamada de fator, representa os efeitos de

diferentes tratamentos. O fator influencia os valores da variavel dependente y.

O modelo matematico utilizado para consumo, digestibilidade, balanco de

nitrogénio e sintese microbiana foi:
Yij(k) = p+ peri + Anjj + (k) + gij(K) i, j . k=1,....,r

Em que:

Yij (k) = observacao ij (k)

p = média geral

Per; = 0 efeito do periodo i

Anijj = o efeito do animal j

T (k) = o efeito fixo do tratamento k

2

eij (k) = erro aleatério com média 0 e varidncia ¢

r = nimero de tratamentos, periodo e animal
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo de MS e de FDN ndo diferiu entre os aditivos (P>0,05), assim como
0s niveis crescentes de APA também nédo o afetaram (P > 0,05) (Tabelas 2 e 3), sendo o
aumento linear do consumo de FDN ocasionado pela interferéncia do peso corporal
(PC) (Tabela 2).

Tabela 2. Comportamento ingestivo em ovinos alimentados com dietas contendo
monensina (MON) e niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)

MON Niveis de APA (mg/kg MS) MON  \ion  ValordeP
VS
ITEM EPM Vs
2,1 0 23 4,6 9,3 AEF’SA APA L Q

Consumo, g/dia
MS 1007 1071 1075 1132 1100 19,01 0,245 0,094 0,485 0,661
FDN 5375 5557 551,1 601,3 5746 681 0511 0,124 0,0477 0,350
Consumo, g/kg PC
MS 41,19 41,38 4194 42,70 40,20 091 0,795 0,857 0,766 0,465
FDN 22,13 2164 2145 22,74 21,04 044 0621 0,731 0913 0,452
Alimentacao
min/d 209,7 216,0 2195 2175 2224 564 0560 0570 0,740 0,951

MAO 2223 2149 2083 1933 2060 1126 0530 0416 0614 0537
”;'B”I\‘lg 4015 3934 4015 3620 3889 057 0999 0641 0605 0,668
Ruminacéo

min/d 504,8 5580 461,1 4708 492,7 9,14 0,109 0,139 0,048 0,006

mmlskg 5351 5505 4338 417,2 4583 20,78 0,025 0,026 0095 0,016°
”‘Fig"ljg 9753 1012 8375 7854 8606 2007 0024 0018 0009 0,003°
Mastigacdo

N°bolo 61,60 62,94 5502 5456 57,70 0,79 0,004 0,009 0,003 0,000¢
s/bolo 42,49 4351 38,72 39,32 4314 058 0,030 0257 0912 0,000°
min/d 7145 7735 6805 6883 7150 1047 0,289 0446 0,111 0,011°¢

ml'\zlskg 7574 7654 6420 6105 6643 20,07 0059 0052 0167 0,045"
”‘F'B/'ljg 1376,7 14057 1239,0 1147,5 12495 2544 0069 0,034 0,020 0,009
Ocio

min/d 7255 666,0 7595 7517 7250 10,47 0,289 0,373 0,115 0,017

AY =2,8500X + 559,2 (2 = 0,2411)

By = 3,2596X? - 35,332 X + 549,35 (R? = 0,84)
CY = 4,6065X? - 51,508 X + 544,34 (R = 0,96)
DY = 7,5348X? - 85,034 X + 1006,9 (R? = 0,99)
By = 0,3116X2 - 3,3636 X + 62,44 (R? = 0,93)
FY = 0,2184X?2 - 1,9958 X + 43,14 (R? = 0,91)
GY = 3,2693X? - 35,28 X + 765,53 (R? = 0,36)
HY = 5,2728X? - 58,871 X + 761,07 (R? = 0,98)
ly = 8,3837X? - 94,343 X + 1407,3 (R? = 0,99)
JY = -3,2849X? + 35,477 X + 673,99 (R = 0,86)
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Para o tempo de ruminagdo e de mastigacdo de MS e de FDN houve resposta
quadrética (P < 0,05) em funcdo dos niveis de APA nas dietas, estimando-se tempos
minimos na dose de 5,6 mg/kg de MS da dieta, indicando maior eficiéncia de ruminacgao
De forma semelhante, o nimero de mastigacdes mericicas por bolo ruminado e o tempo
(s) de mastigacdo realizado por bolo também foram alterados de forma quadratica,
estimando-se pontos minimos nas doses de APA de 54 e 4,6 mg/kg MS,
respectivamente (Tabelas 2 e 3).

A manutenc¢do do consumo voluntario indica que as doses utilizadas de APA néo
afetaram a ingestéo, apesar do aumento do tempo gasto de ruminacdo de MS e de FDN
em doses de APA superiores a 5,6 mg/kg (Tabela 3). itavo et al. (2011a; 2011b)
observaram que o consumo de MS e de FDN reduziu em cordeiros com PC inicial
médio de 20,4 kg submetidos a extratos de prépolis verde e marrom, que nao diferiram
da monensina (30 mg/animal/dia). Esses autores verificaram que a suplementacdo com
propolis verde aumentou a eficiéncia de ruminagdo. Os compostos secundarios em
extratos vegetais adicionados em dietas para ruminantes podem interferir no
comportamento ingestivo, nos processos digestivos e na fermentacdo ruminal (Durmic
& Blache, 2012). Porém, a suplementacdo com APA demonstrou que o aumento do
tempo gasto de ruminacdo por unidade de MS e de FDN ndo limita a ingestdo em
cordeiros por reduzir o tempo de 6cio.

O comportamento de ruminacédo alterado pode estar associado a mudangas na
taxa de degradacdo (fermentacdo) induzida pela presenca dos alcaloides, em que nao
necessariamente corresponde a efeitos deletérios sobre a populacdo microbiana (Petri et
al., 2019), uma vez que, em condi¢gdes fisico-quimicas normais, estudos in vitro
asseguram que, muitos grupos de alcaloides melhoraram a fermentacdo ruminal
(Mickdam et al., 2016).

A cinética da morte de células bacterianas geralmente segue uma funcao
exponencial por curvas obtidas para as células sobreviventes em funcdo da dose de um
agente antimicrobiano (Dawes e Sutherland, 1992). Assim, doses de APA estimadas
dentro do intervalo de 4,6 a 5,6 mg/kg MS provavelmente melhoraram a fermentacdo no
ramen, demonstrando que o microbioma resistente foi efetivo em degradar os
componentes nutricionais da dieta. Dessa forma, é evidenciado que a digestdo
microbiana da fibra ndo foi afetada nesta faixa de dose de APA, refletindo no menor

tempo gasto para as atividades de ruminagao.
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O efeito dose-dependente permite inferir que houve uma acgdo antimicrobiana
seletiva do APA no rimen e consistente com as alteracdes nas atividades de ruminac&o,
mesmo permanecendo ainda uma importante questdo sem resposta como, quais espécies
de bactérias foram selecionadas na presenca de APA.

A eficiéncia de alimentacdo ndo foi afetada com o uso dos aditivos nas dietas (P
> 0,05). A eficiéncia de ruminagdo para MS e FDN foi influenciada pelos niveis de
APA (P < 0,05), apresentando efeito quadratico com pontos méaximos no nivel de 5,4
mg/kg MS de APA. Quando a eficiéncia de ruminacdo € comparada entre os aditivos,
observa-se que a quantidade de MS ruminada (g/h) foi menor para MON, portanto
melhor, enquanto que a quantidade de FDN ruminada (g/h) foi maior com o uso de
APA em doses superiores a 2,3 mg/kg. (Tabela 3).

A ruminacédo é considerada uma acao fisiologica desencadeada em frequéncias
variadas dependendo da qualidade da dieta (Perazzo et al., 2017). Em um estudo sobre
comportamento ingestivo em ovinos, Perazzo et al. (2016) observaram uma correlagdo
positiva entre o consumo e eficiéncia de ruminagdo. Embora, resultados encontrados
neste estudo ndo tenham constatado efeito para consumo, o menor tempo de ruminagédo
e mastigacdo observado (Tabela 2) explica a maior eficiéncia de ruminagdo com a

utilizacdo da dose de 5,4 mg/kg (Tabela 3).

Tabela 3. Eficiéncia de alimentacdo (EAL) e de ruminacdo (ERU) em ovinos
alimentados com dietas contendo monensina (MON) e niveis de alcaloides piperidinicos
de algaroba (APA)

MON  Niveis de APA (mg/kg MS) MON  MON Valor de P
ITEM EPM vs APA 'S
21 0 23 46 93 23 apAa L Q
EAL, g/h
MS 608,0 316,7 302,9 328,7 3156 67,26 0,147 0,370 0,845 0,987
FDN 306,7 163,0 1549 176,0 166,3 31,96 0,130 0,362 0,555 0,941
ERU

Bolos (N°/d) 209,7 216,0 219,5 2175 2224 5,64 0,764 0615 0,740 0,951
g MS/bolo  222,3 2149 2083 1933 2060 11,26 0375 0147 0,614 0,537
g FDN/bolo 4015 3934 4015 362,0 3889 0,57 0,659 0213 0,605 0,668
g MS/h 121,8 118,9 1455 1482 136,2 3,53 0,028 0,018 0,130 0,016
g FDN/h 650 615 746 798 711 1,76 0,070 0,018 0,023  0,006®

AY=-1,0925 X2 + 11,717 X + 120,38 (R2 = 0,95)
BY=-0,6479 X%+ 6,9858 X + 61,625 (R2 = 0,99)

N&o houve efeito (P > 0,05) dos diferentes aditivos e de niveis de APA sobre o

consumo de proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), nutrientes digestiveis totais
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(NDT), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e energia metabolizavel (EM) (Tabela 4).
Esses resultados sdo considerados satisfatorios, uma vez que, segundo Azzaz et al.
(2015) e Krehbiel (2014) a alteragdo no metabolismo ruminal pode ser ocasionada pela
dieta e assim influenciar negativamente o consumo.

A literatura dispGe de poucos estudos referentes @ monensina na alimentacdo de
ovinos, mas uma meta-analise realizada por Duffield et al. (2012) mostrou que a
inclusdo desse iondforo em uma faixa de 3 a 97,8 mg/kg MS nas dietas reduz o
consumo de MS. Segundo Valdes et al. (2014), alguns metabdlitos secundarios, com
substancias e moléculas ativas, quando sdo liberadas no ambiente ruminal durante a
fermentacdo, tém a capacidade de alterar a atividade microbiana no ramen estimulando
0 apetite e a digestdo, devido a sua atividade antimicrobiana direcionada para espécies
bacterianas competidoras no rumen.

A reducdo do consumo e da digestdo ndo foi evidenciada nesse estudo,
provavelmente porque MON foi adicionada no limite minimo de concentracdo. Por
outro lado, APA ndo provocou alteragdes no consumo e digestdo da maioria dos
componentes nutricionais mesmo nas concentracoes superiores a 2,3 mg/kg, exceto para
a digestibilidade de PB (DPB) (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Consumo de nutrientes e energia metabolizavel (EM) em ovinos alimentados
com dietas contendo monensina (MON) e niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba
(APA)

MON  Niveis de APA (mg/kg MS) MONvs MON  valor de P
ITEM EPM ———
2.1 0 23 46 972 APA23  apa L Q
g/dia
MS 1442 1471 1405 1424 1441 0,05 0,405 0,605 0,403 0,643
PB 189,0 1734 1793 1739 170,8 0,00 0,352 0,107 0,279 0,145
EE 49,3 479 458 445 472 0,00 0,206 0,130 0,117 0,629
NDT 1112 1070 1130 1107 1064 0,05 0,331 0,770 0,699 0,231
FDN 7054 694,1 677,2 6644 7054 0,03 0,412 0,412 0,272 0,909
CNF 560,3 601,99 577,7 598,7 6014 0,02 0,554 0,192 0,428 0,177
g/kgPC®"
MS 109,3 111,4 106,9 1054 1083 0,00 0,507 0,359 0,317 0,796
PB 14,4 13,1 13,7 128 129 0,00 0,354 0,065 0,214 0,076
EE 3,71 363 348 326 355 0,00 0,225 0,072 0,078 0,350
NDT 84,0 80,9 858 819 798 0,00 0,529 0,578 0,702 0,076
EM

Kcal/kg PC 9,8 91 9,8 9,9 94 0,00 0,905 0,864 0,677 0,413
KcallkgPC®™® 228 219 229 231 220 0,00 0,978 0,705 0,719 0,280

A DPB apresentou efeito quadratico (P < 0,05) com méaxima digestibilidade no
nivel 4,5 mg/kg MS de APA na dieta (Tabela 5). Como ndo houve diferenca entre MON
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e APA (Tabela 5), entende-se que ambos agiram de forma similar no ambiente ruminal,
dado também confirmado por Santos et al. (2013) que relataram acdo inibitéria dos
alcaloides sobre bactérias gram-positivas. Porém o fato do percentual de concentrado na
dieta (60%) ser a base de farelo de soja parece justificar melhor, uma vez que, houve
melhoria da fermentacdo conforme discutido anteriormente.

Como o intervalo da dose de APA entre 4,6 a 5,6 mg/kg na dieta foi considerado
anteriormente ndo letal para populacdes de bactérias gram-positivas na sua totalidade,
pode-se inferir que isso também contribuiu para obtencdo de ponto de maxima DPB
dentro desta faixa porque diferentes proteinases produzidas por diferentes espécies
podem agir sinergicamente (Wallace, 1985). Isso reforca a observacdo feita acima da
DPB, uma vez que, muitas bactérias proteoliticas que ndo apresentam alta atividade
desaminadora sdo gram-negativas, como Butirivibrio fibrisolvens, Megasphaera
elsdenii e espécies de Prevotella e Selenomonas (Russell, 2002).

A proteolise ruminal é realizada pela acdo de enzimas produzidas em
microrganismos ruminais, por processos de hidrolise de proteinas, degradacdo de
peptideos e desaminacdo de aminoacidos. A qualidade da proteina dietética e a
quantidade e o perfil de aminoacido devem ser equilibradas, a fim de que a protedlise
ndo seja excessiva na formacdo de amonia para ser excretada na urina como ureia, em
razao de que, as bactérias gram-negativas proteoliticas do rumen ndo utilizam somente
nitrogénio ndo proteico em sincronia com energia para seu processo de crescimento,

mas também oligopeptideos e aminoacidos (Bento et al., 2015; Valente et al., 2016).

Tabela 5. Digestibilidade de nutrientes em ovinos alimentados com dietas contendo
monensina (MON) e niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)

MON  Niveis de APA (mg/kg MS) Mon Valor de P
I'TEM 21 0 23 45 o2 EPM o3 s L
' ' ’ ’ VS4S apPA Q
Digestibilidade, g/100g
MS 81,79 78,67 8177 8271 7857 058 0989 0539 0,650 0,121
PB 79,80 74,11 80,32 78,92 7429 0,81 0,780 0,207 0,676 0,007A
EE 76,56 59,71 61,67 7541 64,27 3,60 0,158 0,265 0,271 0,989
NDT 76,76 72,60 76,40 77,70 73,70 0,72 0,824 0541 0812 0,224
FDN 77,74 74,13 78,83 7951 7574 094 0,637 0,879 0,442 0,417
CNF 90,58 90,09 90,63 91,12 8891 054 0,975 0,799 0,797 0,448

AY=-0,2682 X? + 2,4038 X + 74,683 (R2 = 0,87)

A protedlise no ramen pode ser benéfica para o animal hospedeiro se 0s
produtos forem transformados em proteina microbiana. Geralmente, a taxa de digestdo

de proteinas no rumen excede a capacidade dos microrganismos incorporarem o
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aminoécido liberado. Este desequilibrio resulta em desaminacdo e perda de amonia
através do rumen, uma das principais causas de retencdo ineficiente de nitrogénio
(Valente et al., 2016).

A excrecdo urinaria de nitrogénio (N) ndo foi influenciada pela dieta (P > 0,05).
A eficiéncia do metabolismo nitrogenado em ruminantes depende da interacdo
complexa de varios nutrientes e energia. O nitrogénio sé é utilizado eficientemente
pelos microrganismos quando a dieta proporciona equilibrio de utilizacdo de energia e
proteina. Bactérias, fungos e protozoarios sdo essenciais para digerir a fibra dietética
(Bach et al., 2005; Hackmann & Firkins, 2015; Tas & Susenbeth, 2007), no entanto,
estimular o crescimento desses reduz a necessidade de se utilizar excessos de proteina,
porque a perda de nitrogénio na urina acaba ndo sendo vidvel em sistemas sustentaveis.
Como as dietas foram formuladas para serem isonitrogenadas e isoenergéticas, ndo se
observa esse efeito nas excre¢bes de N na urina (P > 0,05) devido as possiveis

modifica¢Oes na fermentagdo com o uso dos aditivos (Pereira et al., 2017).

Tabela 6. Balanco de nitrogénio, sintese e eficiéncia microbiana em ovinos alimentados
com dietas contendo monensina (MON) e niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba
(APA)

MON  Niveis de APA (mg/kg MS) MON Valor de P
I'TEM 21 0 23 45 o2 EPM o5 s L
: , , , Vs23  App Q
Nitrogénio, g/d
Urina 722 835 751 1005 873 094 0920 0,534 0666 0,340
Fezes 653 743 587 610 7,37 031 0254 0859 0071 0,0194

Ingerido (NI) 30,24 27,74 28,68 27,82 27,33 109 0,385 0,126 0,279 0,145
Digerido (ND) 23,71 20,32 22,82 21,71 1996 0,92 0,592 0,117 0,559 0,055

Retido (NR) 16,50 11,97 15,30 11,66 11,23 0,99 0,659 0,101 0,433 0,038%
Nitrogénio, %

NR/NI 54,63 42,05 52,87 44,03 41,34 287 0544 0246 0650 0,073
ND/NI 78,62 72,84 7958 77,68 73,04 085 0623 0,257 0572 0,008
NR/ND 69,38 57,06 66,09 57,17 56,09 344 0,768 0299 0585 0,154

Producéo microbiana, g/d
Nitrogénio 11,21 1069 10,69 6,07 797 058 0,691 0,015 0,165 0,003°
PB 70,05 66,80 66,80 37,93 49,82 361 0691 0,015 0,165 0,003F
Eficiéncia microbiana
g PB/kg NDT 66,38 63,68 63,11 34,46 5044 4,07 0,701 0,028 0,166 0,008"

AY = 0,0712X2 - 0,6438X + 7,3056 (R? = 0,91)
BY =-0,0625X2 + 0,3845X + 12,727 (R2 = 0,33)
CY =-0,2779X2 + 2,4791X + 73,524 (R2 = 0,83)
Dy = 0,1004X? - 1,3178X + 11,372 (R2 = 0,63)
EyY = 0,6275X2 - 8,2363X + 71,061 (R? = 0,63)
FY = 0,7297X? - 8,7748X + 67,976 (R = 0,60)

A excrecdo fecal de nitrogénio apresentou efeito quadratico (P < 0,05),

confirmando, a melhor digestibilidade da proteina no nivel de 4,5 mg/kg MS de APA,
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como resultado de ponto minimo no mesmo nivel. Ndo obstante, quando se observa o
percentual de N digerido (ND) em razdo ao NI, hd também um efeito quadratico (P <
0,05) alcangando um ponto maximo no nivel 4,5 mg/kg MS de APA (Tabela 6). Nao
houve diferenca entre MON e APA sobre os parametros do balanco de nitrogénio (P >
0,05).

Esses dados também sdo reforgados pelo consumo de N (NI) que ndo foi
alterado (P > 0,05) entre as dietas e, no balango de nitrogénio, o nitrogénio retido (NR)
(P < 0,05) foi maximo ao nivel de 3,1 mg/kg MS de APA, aumento esse associado a
maior DPB (Tabela 5) e provavelmente com reducdo de atividade de desaminagdo no
ramen. O balanco de N positivo demonstra o sincronismo entre o fornecimento de
proteina e energia, indicando que as exigéncias dos animais foram atendidas (Tabela 6),
porém, a maior retencdo de N no nivel 3,1 mg/kg de APA sugere que essa dose pode ter
afetado a sobrevivéncia de bactérias que apresentam alta atividade de desaminagdo no
ramen, que é realizada por bactérias gram-positivas.

A producdo microbiana (Pmic) apresentou efeito quadratico (P < 0,05)
estimando uma minima producdo no nivel 6,6 mg/kg MS de APA. Para essa mesma
variavel, o contraste entre 2,1 mg/kg de MON e o nivel 2,3 mg/kg de APA (Tabela 6)
ndo mostrou diferenca (P > 0,05), porém MON diferiu dos demais niveis de APA (P <
0,05), com maior valor de Pmic. A eficiéncia microbiana, como consequéncia da Pmic,
seguiu a mesma variagcdo quadréatica (P < 0,05) com ponto minimo no nivel 6,0 mg/kg
MS de APA. O contraste entre MON e 0 menor nivel de APA nao diferiu (P > 0,05),
mas comparando-se com todos os niveis de APA observou-se maior eficiéncia
microbiana com a utilizacdo de MON (Tabela 6).

O fato de que a eficiéncia de ruminacdo (Tabela 3) tenha sido reflexo do APA
provocar aumento da degradacdo e por consequéncia maior fermentacdo, corrobora a
reducdo da sintese e eficiéncia microbiana na dose de 6,0 a 6,6 mg/kg MS de APA.
Acima da dose de APA 6,6 mg/kg houve aumento da producéo e eficiéncia microbiana,
caracterizando o efeito dose-dependente de crescimento de populagdes microbianas no
ecossistema do rumen e de digestdo no ramen. A dose de APA que resultou em menores
tempos nas atividades de ruminacdo de MS e de FDN e maior DPB coincide com a dose
de APA que resultou em menor sintese de Pmic.

Esse efeito dose-dependente é consistente com o fato de que bactérias do rumen
apresentam relagdo inversa entre taxas de crescimento e de fermentagédo (degradacdo de

substratos) (Russell, 1997), sendo assim, nas faixas em que o crescimento microbiano
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reduziu a maior digestibilidade da proteina bruta ocasionada pela qualidade do
concentrado pareceu compensar, uma vez que, o balango de nitrogénio foi positivo
(Tabela 6). Por outro lado, a retencdo de N foi maxima no nivel de APA 3,1 mg/kg,
provavelmente, pelo maior suprimento de proteina microbiana metabolizvel (Tabelas 5
e 6).

Os efeitos dose-dependentes s@o em geral ndo lineares, e a adicdo crescente de
pequenas quantidades de um agente antimicrobiano pode ter seu efeito amplificado até
que a dose letal seja atingida para eliminacdo de espécies competidoras num
ecossistema (Macheboeuf et al., 2008). Como podemos constatar, 0 APA promove esse
efeito dose-dependente sobre a digestdo em ovinos, visto que, doses de APA 4,5 a 6,6
mg/kg de MS da dieta promovem menor tempo gasto com atividades de ruminagao e
menor sintese de proteina microbiana, e doses de 6,6 a 9,2 mg/kg promovem efeito
oposto sobre essas variaveis. Essa melhoria na resposta poderia ser mal interpretada
como uma interacdo sinérgica quando é simplesmente um efeito seletivo do agente
quando a concentracdo limiar for atingida para causar morte de bactérias competidoras e

assim favorecer o crescimento de bactérias resistentes.
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CONCLUSAO

Doses de 2,3 a 4,5 mg/kg MS de alcaloides piperidinicos de algaroba reduzem o
tempo gasto com ruminacdo e podem ser utilizadas para reduzir a perda fecal de
nitrogénio e aumentar a retencdo de nitrogénio dietético em dietas balanceadas

isonitrogenadas.
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V - CAPITULO I
CREATININA E TEMPOS DE COLETA DE URINA PARA
ESTIMAR A EXCRECAO DE DERIVADOS DE PURINA EM
OVINOS ALIMENTADOS COM ALCALOIDES PIPERIDINICOS
DE ALGAROBA

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos de dietas aditivadas com niveis de alcaloides
piperidinicos de algaroba (APA: 0; 2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg de MS) em comparagdo com
monensina (MON: 2,1 mg/kg MS) sobre a depuracgéo e excre¢do de creatinina e avaliar
diferentes tempos de coletas (4, 8, 12, 16, 20 e 24 h) em amostras de coleta spot de
urina e de urina total acumulativa em comparagdo com urina total de 24 h (U24) para
estimar a excrecdo derivados de purina (DP) e obtencdo da razdo de concentracdo de
derivados de purina por creatinina (indice DPC). Utilizou-se 400 g de feno de Tifton 85
e 600 g de concentrado por kg de MS da dieta. Foram utilizados 5 cordeiros Dorper x
Santa Inés, machos ndo castrados, confinados em gaiolas metabdlicas com idade
aproximada de 120 dias e peso corporal médio inicial de 21,05 + 0,54 kg e peso médio
final 41,03 + 2,74 kg. Os animais foram distribuidos em delineamento quadrado latino 5
x 5, durante 95 dias, sendo 14 dias de adaptacéo e 5 dias de coleta. O volume urinario
foi afetado de forma linear decrescente pelas dietas (P < 0,05), mas ndo diferiu entre
MON e APA (P > 0,05). Ndo houve alteragdes na depuracdo de creatinina, excrecdo
diaria de creatinina e concentracdo de creatinina no plasma (P > 0,05). A excrecdo de
DP e o indice DPC variaram de forma quadratica com pontos minimos de 6,9 e 5,6
mg/kg MS de APA, respectivamente (P < 0,05). A excrecdo de DP utilizando as
amostragens de coleta spot de urina e total acumulativa estimada com o volume urinario
observado (urina total 24 h) variou entre dietas e tempo de coleta (P < 0,05). A excrecéo
diaria de creatinina extrapolada pela urina total acumulativa e o volume de urina
estimado utilizando o valor médio de 16,10 mg/kg PC ndo variaram (P > 0,05) entre as
dietas, tempo de coleta e a interacdo entre dieta X tempo nado foi significativa. O volume
urinario estimado ndo diferiu (P > 0,05) entre as dietas, tempo de coleta de urina spot e
interacdo dieta x tempo (P > 0,05). O indice DPC para urina spot foi diferente entre
dietas (P < 0,05), mas sem efeito de tempo e interacdo (P > 0,05). Nao se constatou
diferencas entre dietas para indice DPC para urina total acumulativa e interacdo entre
dieta x tempo (P > 0,05) com efeito de tempo de duracdo de coleta (P < 0,05). A
creatinina ndo é afetada pelos niveis de APA e pode ser usada para estimar o volume
urinario em coleta spot de urina coletadas nos tempos de 4, 8 e 12 h ap6s alimentacao
da manha. Creatinina em amostras de urina total acumulativa ndo é adequada para
estimar o volume urinario e para obter o indice DPC.

Palavras-chave: spot, urina total, indice DPC

* Orientadora: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-orientador: Heryma Giovane de Oliveira
Silva, Dr. UESB.
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V -CHAPTER II
CREATININE AND URINE COLLECTION TIME TO ESTIMATE
THE EXCRETION OF PURINE DERIVATIVES IN SHEEP FED
WITH MESQUITE PIPERIDINE ALKALOIDS

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of additive diets with piperidine alkaloids levels
(APA: 0, 2.3, 4.6 and 9.2 mg/kg DM) compared to monensin (MON: 2.1 mg/kg DM) on
creatinine clearance and excretion and evaluate different collection times (4, 8, 12, 16,
20 and 24 h) in urine and total urine collection sites compared to 24-h total urine (U24)
to estimate purine derivatives (PD) excretion and to obtain the ratio of purine
derivatives to creatinine (PDC index). 400 g of Tifton 85 hay and 600 g of concentrate
per kg of diet MS were used. Five male Dorper x Santa Inés lambs were used, which
were housed in metabolic cages with an approximate age of 120 days and an average
initial body weight of 21.05 £ 0.54 kg and an average final weight of 41.03 + 2.74 kg.
The animals were distributed in a 5 x 5 latin square design for 95 days, with 14 days of
adaptation and 5 days of collection. The urinary volume was affected linearly
decreasing by the diets (P < 0.05), but did not differ between MON and APA (P > 0.05).
There were no changes in creatinine clearance, daily creatinine excretion and plasma
creatinine concentration (P > 0.05). The excretion of PD and the PDC index varied in a
quadratic manner with minimum points of 6.9 and 5.6 mg/kg DM of APA, respectively
(P < 0.05). The excretion of PD using urine spot sampling and cumulative total
estimated with observed urine volume (total urine 24 h) varied between diets and
collection time (P < 0.05). The daily excretion of creatinine extrapolated by cumulative
total urine and estimated urine volume using the mean value of 16.10 mg/kg BW did
not vary (P > 0.05) between diets, collection time and the interaction between diet x
time was not significant. Estimated urinary volume did not differ (P > 0.05) between
diets, time of spot urine collection and diet x time interaction (P > 0.05). The PDC index
for spot urine was different between diets (P < 0.05), but with no effect of time and
interaction (P > 0.05). There were no differences between diets for PDC index for
cumulative total urine and interaction between diet and time (P > 0.05) with effect of
duration of collection (P < 0.05). Creatinine is not affected by APA levels and can be
used to estimate urine volume in spot urine at 4, 8 and 12 h after morning feeding.
Creatinine in cumulative total urine samples is not adequate to estimate urinary volume
and to obtain the PDC index.

Key words: spot, total urine, PDC index

* Adsiver: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dr. UESB e Co-adsiver: Heryma Giovane de Oliveira Silva,
Dr. UESB.
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INTRODUCAO

A excrecdo urinaria de derivados de purina (DP) é uma técnica difundida para
estimacédo da sintese de proteina microbiana no rimen, por apresentar uma metodologia
que requer coleta de urina, o que torna mais acessivel por ndo necessitar de intervengdes
cirGrgicas. O principio da técnica de DP baseia-se na premissa de que os &cidos
nucleicos microbianos fluem do riumen e sdo digeridos no intestino produzindo bases
purinas que sdo absorvidas, contribuindo por uma fracdo dos derivados de purina (DP)
excretados na urina e refletindo de forma precisa a sintese de proteina microbiana
ruminal (Chen & Gomes, 1992; Bezerra et al., 2010; Kozloski et al., 2017).

Inicialmente, excre¢do urinaria de DP era mensurada apenas por coleta de urina
total 24 h durante trés dias ou mais, contudo, em algumas situa¢des quando isso nao era
possivel, Chen & Gomes (1992) asseguraram que uma Unica amostra pontual de urina,
realizada em qualquer horario, corrigindo-se pela creatinina, reflete a quantidade total
de metabolitos excretados durante um periodo de 24 h.

Entretanto, a perfusdo sanguinea e a fracdo de filtracdo pelos glomérulos renais
podem sofrer alteracGes circadianas enddgenas adaptativas ou até mesmo das dietas
ofertadas, provocando, respectivamente, variacbes na concentracdo de creatinina ou na
sua excrecdo diaria corrigida para peso corporal (Pereira et al., 2013; Santos et al.,
2013). Dessa forma, a utilizacdo de creatinina como indicador da excrecdo de DP
utilizando amostra de urina coletada em um Unico ponto de tempo ndo seria
universalmente adequada, podendo comprometer a precisdo da técnica (Pereira, 2015).

A aplicacdo de metodologias de coletas de urina tem sido avaliada em bovinos
(Barbosa et al., 2006; Chizzotti et al., 2008; George et al., 2006; Leal et al., 2007; Janior
et al., 2018), em ovinos e caprinos (Santos et al., 2018), com objetivo de substituir a
coleta de urina total de 24 h e de tornar o método aplicavel em grandes grupos de
animais.

Em bovinos, ndo se observa diferencas entre a excrecdo diaria de creatinina em
diversos dias, tempos de coleta e dieta (Barbosa et al., 2006; Chizzotti et al., 2008; Leal
et al., 2007), mas para estimar a excrecdo de DP, enquanto Junior et al. (2018)
recomendaram coleta de urina spot em qualquer horéario do dia, George et al. (2006)
revelaram que uma amostragem 6 h apds a alimentacdo ndo é adequada para detectar

diferencas.
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Em ovinos, poucos dados referentes a tempos de coleta séo relatados. Para
excregdo de creatinina, Pereira (2015) encontrou diferencas influenciadas pela da dieta e
que o nivel de ingestdo de matéria seca (MS) é o fator principal causador dessa
alteracdo, mas em contrapartida, Santos et al. (2018) relatou que a excrecdo de
creatinina nao é influenciada pela ingestdo de MS ou matéria organica. Para estimar as
excregdes de DP em alternativa a coleta total de 24 horas, os horérios de 3 e 4 horas
apos a alimentacdo em coleta spot sdo recomendadas por Santos et al. (2018) e Pereira
(2015) respectivamente para ovinos.

Para aumentar a precisdio do método, Pereira (2015) sugeriu que, pode-se
realizar coleta de urina total de 24 h pelo menos de um individuo em cada dieta
experimental para obtencdo da excrecdo diaria de creatinina e assim, estimar a excre¢ao
de DP determinada na amostra de urina spot. O objetivo nesse estudo foi avaliar os
efeitos de dietas com niveis de incluséo de alcaloides piperidinicos de algaroba (0; 2,3;
4,6 e 9,2 mg/kg de MS) em comparacdo com monensina (2,1 mg/kg MS) sobre a
depuracéo e excrecdo de creatinina e avaliar diferentes tempos de coletas (4, 8, 12, 16,
20 e 24 h) em amostras de urina spot e de urina total acumulativa em comparagdo com
urina total de 24 h (U24) para estimar a excre¢do derivados de purina (DP) e obtencéo

da razéo de concentracdo de derivados de purina por creatinina (indice DPC).
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MATERIAL E METODOS

Local, animais e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no setor de ovinos e caprinos (SETOC), na
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Juvino Oliveira, Itapetinga-BA.
A aprovacio da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) esta sob Protocolo n°
23/2013.

Foram utilizados 5 cordeiros Dorper x Santa Inés, machos ndo castrados,
confinados em gaiolas metab6licas com idade aproximada de 120 dias e peso médio
inicial de 21,05 £ 0,54 kg e peso médio final 41,03 + 2,74 kg. Os animais foram
distribuidos em delineamento quadrado latino 5 x 5, durante 95 dias, sendo 14 dias de

adaptacéo e 5 dias de coleta.

Dietas experimentais

As dietas foram balanceadas mediante estimativa de exigéncias, conforme
equacdes do NRC (2007), considerando ganho de peso diario de 200 g; com 75% de
digestibilidade de MS e 40% de proteina degradavel no rimen e o consumo de agua foi
ad libitum. As dietas experimentais consistiram na adi¢cdo de monensina sodica (2,1
mg/kg MS) e nos niveis de adicdo de APA (0; 2,3; 4,6 e 9,2 mg/kg MS).

As propor¢des dos ingredientes da dieta e composicdo quimica do volumoso e

concentrado estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Proporcédo dos ingredientes da dieta e composi¢cdo quimica do feno de Tifton
85 e concentrado.

Dieta experimental

Ingredientes

(9/kg MS)
Feno de Tifton 85 400
Farelo de milho 450
Farelo de soja 130
Sal Mineral® 15
Ureia 4
Energia Metabolizavel (MJ/kg MS) 9,7
Nutrientes (g/kg MS) Feno %%Tlﬂon Concentrado
Matéria seca 855,1 882,2
Matéria organica 922,2 960,3
Proteina bruta 70,9 167,0
Proteina insoltvel em detergente neutro 47,7 130,5
Proteina insoltvel em detergente &cido 40,2 57,3

Extrato etéreo

36,0 21,0
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Carboidratos totais 820,3 703,5
Carboidratos néo fibrosos 447 237,7
Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina 775,6 465,8
Hemicelulose 134,4 278,7
Celulose 561,6 181,0
Lignina 132,0 25,5
Nutrientes digestiveis totais 391,2 722,3

ASal Mineral = composicédo: 120 g Ca/kg, 87 g P/kg, 147 g Na/kg, 18 g S/kg, 590 mg Cu/kg, 40 mg
Col/kg, 20 mg Cr/kg, 1.8 g Fe/kg, 80 mg I/kg, 1.3 g Mn/kg, 15 mg Se/kg, 3.8 g Zn/kg, 300 mg Mo/kg, 870
mg F/kg (max.), de solubilidade do fésforo (P) em &cido citrico a 2% (min.) — 95%.

As dietas foram fornecidas diariamente as 07h00min e 15h00min, ad libitum, de
forma a permitir 10% do fornecimento em sobras. Entretanto, o consumo voluntério
diério foi calculado pela diferenca entre a dieta total oferecida e as sobras colhidas e

pesadas duas vezes ao dia.

Coletas e andlises laboratoriais

Urina
Apos o fornecimento da alimentacdo, as coletas urinarias realizadas através de
miccdo espontanea dos animais foram realizadas do 18° ao 19° dia de cada periodo

experimental. Trés tipos de coletas foram realizadas:

)] Urina spot (em intervalos de 4 horas ao longo de um periodo de 24

horas)

Na coleta spot usaram-se sacos coletores no prepucio de cada animal em
horéarios pontuais (4, 8, 12, 16, 20 e 24). Pesava-se e aliquotas de 10 mL das amostras
obtidas com as coletas por amostragem, foram diluidas em 40 mL de H.SO4 a 0,018M,
devidamente identificadas, armazenadas a -20°C, para posteriores analises. Ao final do
periodo de 24 horas, 0 volume coletado das amostragens foi considerado para obtencéo

do volume diario de urina.

) Urina total acumulativa (ao longo de um periodo de 24 horas)

Um balde coletor foi posicionado abaixo de cada gaiola metabdlica, a fim de
acumular o volume de urina produzido. A cada quatro horas de duracdo de coleta (4, 8,
12, 16, 20 e 24) pesava-se a urina excretada e retirava-se uma aliquota de 10 mL de

cada horario. A urina total produzida em cada horario foi sendo acumulada sob
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refrigeracdo até obtencéo da urina total de 24 h para ser acidificada. As aliquotas de 10
mL de urina foram diluidas em 40 mL de acido sulfurico (H.SOs4 a 0,018M),
devidamente identificadas, armazenadas a -20°C, para posteriores analises. Ao final do
periodo de 24 h de coletas, o volume de urina total foi mensurado a partir dos volumes
de urina excretada nos intervalos de 4 h.

[11)  Urina total de 24 horas

O volume de urina produzida durante o dia foi acumulado, resfriado e
acidificado em recipiente. Foram adicionados 100 mL de &cido sulfurico (H2SO4 a
0,018M) a 20%, e ao final da coleta, pesada, homogeneizada e filtrada em gaze,
retirando uma aliquota de 10% do volume, prontamente identificadas e armazenadas a -
20°C, para posteriores analises.

As amostras foram elaboradas com pH é&cido (< 3) para evitar a destrui¢do
bacteriana dos metabolitos presentes na urina e destinadas a quantificacdo das
concentragdes urinarias de creatinina, alantoina, &cido Urico, xantina e hipoxantina, bem
como para mensuragdo do volume urinario diario.

A excrecdo de derivados de purinas totais (DP) foi obtida pela soma das
quantidades de alantoina, &cido urico e xantina-hipoxantina excretadas na urina
(mmol/L).

A depuracdo de creatinina (mL/min) foi obtida através da férmula:

[(CCU x VU)/CCP) x (1000/1440)]

Onde CCU ¢é a concentracdo de creatinina na urina (mg/dL); VU € o volume
urindrio em 24 horas; CCP é a concentracdo de creatinina no plasma (mg/dL)
multiplicados pela razdo (1000/1440) para obter a filtracdo por unidade de tempo.

A razdo da concentracdo de derivados de purina/creatinina (indice DPC) em
mg/L foi calculado de acordo a equacdo descrita por Chen et al. (2004):

indice DPC = (DP/CCU) x PC%™

O volume urinario estimado a partir das amostras de coleta spot foi calculado
pela excrecdo diaria média de creatinina (22,8 mg/kg PC), encontrada no ensaio de
coleta de urina total, dividida pela concentracdo (mg/L) na amostra de coleta spot e
multiplicando-se pelo peso corporal médio dos animais.

O volume urinario estimado a partir das amostras de urina total acumulativa foi

calculado pela excrecdo média de creatinina (16,1 mg/kg PC), encontrada pela
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extrapolacdo do volume urinério e concentragdo (mg/L) de creatinina a cada horério das

mesmas amostras, dividindo-se pelo peso corporal médio dos animais.

Plasma

Quatro e doze horas apds o fornecimento da dieta da manhd, no 18° dia de cada
periodo experimental, realizou-se a coleta de sangue, via puncdo da veia jugular,
utilizando-se tubo de ensaio (Vacutainer®) de 5 mL com EDTA. As amostras foram
imediatamente centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos, obtendo-se os plasmas
sanguineos, que foram armazenados a -20°C, para posterior analise de creatinina
utilizando uma amostra composta dos dois horéarios através de kit comercial (Bioclin®).

A concentracdo de creatinina plasmatica foi utilizada para obter a depuracéo de

creatinina como indicador da taxa de filtragdo glomerular.

Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada pelo procedimento geral de modelos lineares
(PROC GLM) do programa computacional estatistico SAS (SAS, 2006). Realizou-se
contraste entre monensina vs 2,3 mg/kg de MS de APA e monensina vs 2,3; 4,6 e 9,2
mg/kg de MS de APA, bem como contrastes polinomiais para 0s componentes linear
(L) e quadratico (Q) na analise de médias das variaveis dependentes em funcdo dos
niveis de APA. Adotou-se como nivel de significancia 5% de probabilidade.

O modelo matematico utilizado para avaliar a concentracdo, excrecdo e
depuracédo de creatinina, concentracdo e excrecdo de derivados de purina e indice DPC

(Derivados de purina:creatinina) foi:
Yij(k) = u+ peri + Anjj + (k) + gj(K) i, j, k=1,..., r
Onde:

Yij (k) = observacao ij (k)

p = média geral

Per; = 0 efeito do periodo i

Anijj = o efeito do animal j

T (k) = o efeito fixo do tratamento k

gij (k) = erro aleatorio com média 0 e varincia ¢°

r = nimero de tratamentos, periodo e animal
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume urinério foi afetado de forma linear decrescente pelas dietas (P <
0,05), mas ndo diferiu entre MON e APA (Tabela 2). A variacdo no volume urinério
pode ser resultado da maior ingestdo de agua, no entanto, ndo houve alteracdo da
excrecdo de creatinina relativa ao peso corporal em funcéo das dietas (Tabela 2). Nagvi
et al. (2015) relataram que mesmo havendo privacdo de dgua durante 48 h, a excrecdo
de creatinina em cordeiros pode ser alterada se houver uma deficiéncia de nitrogénio
juntamente com o nivel de desidratacdo, porque esta condicdo afeta a taxa de filtracao
glomerular (TFG). Consistentemente, foi observado um baixo coeficiente de
determinacéo para a equacdo que relaciona o volume urinario com os niveis de APA nas

dietas isonitrogenadas (Tabela 2).

Tabela 2. Média e erro padrdo da média (EPM) em coleta de urina de 24 horas e concentracao
plasmatica de creatinina em cordeiros alimentados com dietas contendo monensina (MON) e
niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)

[tem MON Niveis de APA EPM MONvs MON Valor de P
2,1 0 2,3 4,6 9,2 APA 2,3 vs APA L Q
Urina
(L/dia) 1,06 105 134 133 100 0,06 0,050 0,148 0,009 0,269
Depuracéo de Creatinina
mL/min 513 489 545 6,07 577 0,80 0,866 0,670 0,763 0,672

mL/kg PC%™ 041 1038 040 050 045 0,07 0,936 0,790 0,924 0,633
Excrecdo diaria de creatinina

mg/kg PC 21,75 24,22 24,78 22,43 20,81 1,01 0,139 0,566 0,157 0,147
mg/kg PC%™ 50,88 57,10 58,37 52,79 48,49 2,24 0,131 0,546 0,143 0,141
Concentracéo de creatinina no plasma

mg/dL 0,48 057 066 052 044 0,52 0,064 0,855 0,080 0,091
Excrecdo diaria de derivados de purina
mmol 13,37 12,84 13,04 8,03 9,78 0,62 0,817 0,018 0,226 0,0028

mmol/kg PC®™ 104 098 100 0,60 0,78 0,05 0,692 0,015 0,156  0,003¢
indice DPC
31,85 25,62 25,39 17,37 23,15 1,51 0,122 0,009 0,023 0,032P

AY=-0,0129 X + 1,232 (r2 = 0,0793)

BY=0,0962 X? - 1,3255 X + 13,587 (R2 = 0,6173)
©Y=0,0084 X?-0,1081 X + 1,0411 (R2 = 0,5713)
PY=0,2344 X? - 2,604 X + 26,852 (R? = 0,5804)

O melhor indicador da funcdo renal é a TFG, embora ndo seja medida
diretamente, pode ser avaliada pela técnica de depuracdo usando creatinina plasmatica e
urindria (Kamili et al., 2013). No entanto, ndo houve alteracbes na depuracdo de
creatinina, excrecdo diaria de creatinina e concentracdo de creatinina no plasma (P >

0,05) (Tabela 2). O valor médio de excrecdo de creatinina (22,8 mg/kg PC) foi préximo
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ao valor encontrado em uma revisao realizada por Kozloski et al. (2005) de 23,2 mg/kg
PC para ovinos adultos da raca Texel x Ideal.

A excrecdo diaria de derivados de purina (DP) variou de forma quadratica (P <
0,05), atingindo ponto minimo na concentracdo de 6,9 mg/kg de APA na dieta. E 0
contraste entre os aditivos mostrou que DP excretados para a dieta contendo MON
foram superiores ao APA (Tabela 2). Esses dados refletiram na sintese microbiana, que
nesse estudo, apresentaram efeito dose-dependente de crescimento da microbiota
ruminal variando de forma quadrética, com minima producdo em 6,6 mg/kg de APA.

Em ruminantes, a maior parte dos DP excretados na urina vem do metabolismo
parcial do acido nucleico microbiano absorvido no duodeno (Saeed et al., 2018). A
média de excrecdo diaria de DP foi 0,88 mmol/kg PC%"®, préxima do valor encontrado
por Kozloski et al. (2017) de 0,72 mmol/kg PC%"® em ovinos fistulados, uma vez que os
mesmos autores inferiram que o fluxo de proteina microbiana que flui para o duodeno
possui alta correlagdo com a excregéo de DP.

A raz&o entre as concentracdes de derivados de purina e creatinina (indice DPC)
pode ser utilizado como um indicador nutricional devido a sua relagdo com a ingestéo
de matéria organica e excrecdo urindria de DP, mas € dependente da eficiéncia de
sintese microbiana, podendo variar entre dietas (David et al., 2015) engquanto a excre¢do
de creatinina ndo varia (Pereira et al., 2013).

O indice DPC leva em consideracdo o peso metabolico do animal, para facilitar
a comparacao entre animais de diferentes pesos corporais, entdo € possivel que seja
eficiente em detectar diferencas entre as dietas. Como consequéncia da variacdo na
excrecdo de DP e ndo de creatinina, o indice DPC também apresentou variacao
quadratica (P > 0,05) com ponto minimo no nivel APA 5,6 mg/kg e a dieta MON
mostrou maior indice DPC comparada a dieta com APA (Tabela 2).

A excrecdo de DP utilizando a metodologia de coleta spot de urina estimada com
o volume urinario observado? diferiu entre dietas e tempo de coleta (P<0,05), mas n&o
houve interacdo significativa entre dieta X tempo (Tabela 3). Para os tempos de coleta,
o0s horarios 20 e 24 foram diferentes de U24. Os valores de DP médios obtidos foram
superestimados devido a inclusdo desses tempos de coleta nos calculos e estimada
excrecdo minima na dose de APA de 5,4 mg/kg, que numericamente foi menor a
observada com U24 (Tabela 2).

Como a excrecdo didria de creatinina ndo foi influenciada pelas dietas, e

constatou-se que ndo houve alteracbes na depuragdo de creatinina (Tabela 2), foi
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utilizada a média (22,8 mg/kg PC) para obter o volume urinério estimado utilizando
amostras urinarias em intervalos de 4 horas apds alimentacdo da manha (coleta spot) e
urina total (coleta total acumulativa a cada intervalo de 4 horas) e consequentemente a
excrecdo de derivados de purina nessas amostras especificadas acima que estdo
apresentados nas Tabelas 3 e 4.

O indice DPC para coleta spot foi diferente entre dietas (P < 0,05), porém néo
foi detectado efeito de tempo e interacdo (P > 0,05) (Tabela 3), indicando a
possibilidade de utilizacdo de qualquer horéario para amostragem de urina para
determinacdo de concentracdo de DP e de creatinina. No entanto, os valores de indice
PDC foram superestimados, devido aos menores valores de concentragdo de creatinina
na amostra spot quando comparados com aqueles na urina total (U24) (Tabela 5). Essas
menores concentracdes de creatinina na urina spot foram responsaveis por superestimar

0s volumes de urina e, consequentemente, as excrec¢des de DP (Tabela 3).
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Tabela 3. Volume de urina, excrecdo de derivados de purina e indice DPC em amostras de coleta spot coletadas em intervalos de 4 horas
apos a alimentacdo matinal (T) e coleta de urina total de 24 h (U24) em cordeiros alimentados com dietas (D) contendo monensina (MON)

e niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)

MON  Niveis de APA (mg/kg MS)

Tempo de coleta (h)

ITEM 2,1 0 2,3 4,6 9,2 EPM D 4 8 12 16 20 24 U224 EPM T DxT
Volume urina (L/d)

Observado 1,06 1,05 1,34 133 1,00 0,06 0,043* - - - - - - 1,15 - - -
Estimado 1,11 110 149 152 127 007 0,178 142 158 141 1,35 1,15 1,02 1,15 1,30 0,370 0,986
Derivados de purina (mmol/d)

Observado 17,90 15552 13,28 11,73 13,77 0,72 10,0448 1224 9,12 13,77 1450 19,09~ 2096* 11,41 0,72 <.0001* 0,988
Estimado 17,46 17,00 12,69 14,65 21,06 0,85 0,011¢ 14,28 16,31 17,75 18,38 19,60 18,28 11,41 16,57 0,075 0,626
Indice DPC

Urina spot 4892 42,39 2549 2968 4541 245 0,003° 3856 3757 4253 4844 3946 3742 2467 245 0,177 0,915

AY = -0,0129X + 1,232 (12 = 0,08);

BY = 0,1312X? - 1,4091X + 15,604 (R? = 0,99);
CY =0,2421X2 - 1,7211X + 16,555 (R? = 0,94);
DY =0,7921X2 - 6,7385X + 40,865 (R2 = 0,90);
ay = 0,0276X? - 0,2419X + 11,641 (R2 = 0,89)
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Tabela 4. Volume de urina, excrecdo de derivados de purina, excrecdo didria de creatinina e indice DPC em amostras de coleta total
acumulativa, coletadas em intervalos de 4 horas ap0s a alimentacdo matinal (T) e coleta de urina total de 24 h (U24) em cordeiros
alimentados com dietas (D) contendo monensina (MON) e niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)

MON  Niveis de APA (mg/kg MS) Tempo de coleta (h) D x
ITEM 21 0 23 46 9o &M D 4 8 12 16 20 24 U4 =M T T
Volume de urina (L/d)
Observado 1,05 1,05 1,3 1,33 1,00 006 0,043* - - - - - - 115 - - -
Estimado! 125 116 1,30 148 136 006 0610 1,03 149 134 123 140 152 115 006 0367 0,895
Estimado? 1,71 158 1,76 201 187 009 0613 146 211* 189 174 198 215* 115 009 0,034* 0,876
fsr'“a“’ta' 4 6347 6938 9049 9135 6704 544 0053 1304% 4207% 6304* 8656 1010,7 11241 11533 544 <0001° 1,000
Excrecdo diaria de creatinina (mg/kg/PC)
Estimada® 1595 16,86 14,57 16,16 16,96 1,21 0972 1256 16,68 1758 1814 1373 11,21 22,80 121 0,166 0,747
Derivados de purina (mmol/d)
Observado 16,32 14,89 14,88 12,35 1394 051 0,034% 21,11* 1391 1392 1301 1351 1446 1141 051 <.0001° 0,998
Estimado! 19,15 18,39 18,51 19,72 21,34 1,11 0898 20,76 20,01 2107 16,47 2344* 2277* 1141 111 0035 0,479
Estimado? 26,33 2528 2544 27,44 29,64 160 0894 2040% 2834* 2984* 2333 3320% 3225% 1141 160 0,004 0,615
indice DPC
Urinatotal 5458 89,59 6576 79,01 83,89 6,38 0399 69,67 77,23 7420 1051* 0222* 7887 2467 638 00407 0,807

AY = -0,0129X + 1,232 (12 = 0,08);

BY = 0,0671X2 - 0,7764X + 15,278 (R2 = 0,57);
ay = -0,0006X2 + 0,0383X + 1,504 (R? = 0,38);
bY = 49,619X + 3,8133 (R = 0,98);

oY = 0,0477X2 - 1,5873X + 25,641 (R = 0,86);
¢y = 0,0268X2 - 0,6388X + 23,186 (R? = 0,34);
ey = 0,038X2 - 0,904X + 32,833 (R? = 0,34);
fy=-0,1607X2 + 5,3689X + 46,703 (R? = 0,52).
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A excrecdo de DP utilizando a metodologia de coleta spot de urina estimada com
o0 volume urinério observado diferiu entre dietas e tempo de coleta (P<0,05), mas ndo
houve interacdo significativa entre dieta x tempo (Tabela 3). Para os tempos de coleta,
os horérios 20 e 24 foram diferentes de U24. Esses valores médios obtidos foram
superestimados devido a inclusdo desses tempos de coleta nos célculos e estimada
excre¢do minima na dose de APA de 54 mg/kg, que numericamente foi menor a
observada com U24 (Tabela 2).

A excrecdo diaria de creatinina estimada por extrapolagdo utilizando o valor
médio de 16,10 mg/kg PC, observada a partir do volume urinario estimado® a cada 4
horas ndo foi diferente (P > 0,05) entre as dietas, tempo de coleta e interacdo entre dieta
x tempo (Tabela 3). Portanto, como a excrecdo didria de creatinina foi subestimada
quando comparadas a U24 (Tabela 4), pode-se confirmar que os volumes diarios de
urina obtidos por extrapolacéo, independente da duracdo de coleta, ndo sdo adequados
para obtencdo das excrecOes de DP estimados! (Tabela 4).

Como a excregdo diaria de creatinina ndo foi influenciada pelas dietas e
constatou-se que ndo houve alteracbes na depuracdo de creatinina (Tabela 2), foi
utilizada a média (22,8 mg/kg PC) para obter o volume urinario estimado? utilizando
amostras urinarias em intervalos de 4 horas ap0s alimentacdo da manha (coleta spot) e
urina total acumulativa referente ao volume estimado? e consequentemente a excregéo
de derivados de purina nessas amostras especificadas acima que estdo apresentados nas
Tabelas 3 e 4.

O indice DPC para coleta spot foi diferente entre dietas (P < 0,05), porém nao
foi detectado efeito de tempo e interacdo (P > 0,05) (Tabela 3), indicando a
possibilidade de utilizacdo de qualquer horario para amostragem de urina para
determinacdo de concentracdo de DP e de creatinina. No entanto, os valores de indice
DPC foram superestimados, devido aos menores valores de concentracdo de creatinina
na amostra spot quando comparados com aqueles na urina total (U24) (Tabela 5). Essas
menores concentracdes de creatinina na urina spot foram responsaveis por superestimar
os volumes de urina e, consequentemente, as excrecdes de DP (Tabela 3).

A excrecdo de DP utilizando método de urina total cumulativa de 4 horas
estimada com volume urinario observado (24h?), diferiu entre dietas, tempo de coleta,
mas ndo houve interacdo significativa entre dieta x tempo. O tempo de coleta foi
diferente apenas para 4 horas (Tabela 4), maior excrecdo de DP no intervalo de 4 h ap6s

alimentacdo da manhad pode ser reflexo de maior concentracdo sanguinea, consistente
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com o periodo de pico de concentracdo péds-prandial de metabdlitos (Cetinkaya et al.,
2006; Nsahlai et al., 2000; Santos et al., 2018).

Pode-se observar que o volume urinario ndo diferiu (P > 0,05) entre as dietas,
tempo de coleta spot e interacdo dieta x tempo (P > 0,05) (Tabela 3). Por outro lado,
houve efeito do tempo de duracdo de coleta de urina total, sendo que as amostras
coletadas durante 8 e 24 h diferiram do volume de urina mensurado (U24) (Tabela 4).
Evidenciou-se, que o volume de urina obtido utilizando ambas amostragens foi
superestimado comparando-se com o volume observado. I1sso demonstra que 0s tempos
de 8 e 24 h foram inadequados para amostragem de urina por interferirem de forma
significativa na acurécia e exatiddo dos resultados.

Para as excrecdes estimadas de DP utilizando amostras pontuais de urina spot,
coletadas a intervalos de 4 h apds alimentacdo da manhd, observou-se precisdo na
deteccdo de diferencas entre dietas (Tabela 3). Quando se utilizou amostras de urina
total com duragédo 4, 8, 12, 16, 20 e 24 h apés alimentacdo matinal (Tabela 4), as
excrecdes de DP foram superestimadas e ndo houve precisdo para deteccdo de efeito de
dieta (P = 0,894) e considerando os tempos de duracdo de coletas houve diferencas de
excrecdo de DP e que também foram superestimadas quando comparadas com a
amostra de urina total 24 h (U24).

Pode-se inferir que para a utilizacdo de amostra de urina acumulativa de 4 horas
de coleta ndo se deve utilizar o valor médio para excrecdo diaria de creatinina (22,80
mg/kg PC) como indicador do volume urinario para obtencdo da excrecdo diaria de DP
(Tabela 4). Por outro lado, a amostragem de urina spot foi adequada para obtencdo da
excrecdo de DP, independentemente do tempo de coleta e foi precisa na deteccdo de
diferenca entre as dietas (Tabela 3). Assim, 0s tempos mais adequados seriam de
amostragens de urina pontuais entre 4 e 8 h, cujas estimativas de excrecdo de DP foram
numericamente mais proximas a amostragem de urina total 24 h (U24).

Houve correspondéncia entre as concentracdes de DP nas coletas de urina spot e
acumulativa de 4 horas em relacdo as excrecOes diarias de DP, em que as dietas
afetaram da mesma forma. Esses resultados demonstraram consisténcia com Fujihara et
al. (2005) que encontraram uma correlacdo positiva entre concentracdo e excre¢do de
DP (r = 0,59, P < 0,05) entre 7 e 8 h ap6s a alimentacdo matinal para a amostragem de
urina spot em ovinos alimentados duas vezes ao dia. Portanto, o ponto de tempo 24 h

apos alimentacdo da manhd para amostragem de urina spot foi o Unico que diferiu da
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urina total 24 h e os tempos de 4 e 8 h foram 0s que mais se aproximaram,
representando o ciclo circadiano (Tabela 5).

N&o se constatou diferengas entre dietas para indice DPC obtido em amostras de
urina total acumulativa de 4 horas e interagcdo entre dieta x tempo (P > 0,05), porém
houve efeito de tempo de coleta ap6s alimentacdo matinal (P < 0,05) (Tabela 4). Esses
resultados indicaram que amostras de urina acumulativa a cada intervalo de 4 h apds
alimentacdo da manh& ndo séo adequadas para obtencédo representativa da concentragédo
de creatinina da U24. Porém, a concentracdo de DP nessas amostras sofreu alteracdo das
dietas e os tempos de duracdo de coleta de 4 e 12 h diferiram da urina total 24 h (U24)
(Tabela 5). Esses resultados demonstraram que a coleta de urina total durante 8 h apds
alimentacdo matinal podera ser aplicada somente para determinacdo da concentragdo de
DP e a utilizagdo da creatinina nessa amostra como indicador de excregdo urinaria ndo é

adequada por reduzir a acuracia e exatiddo.



58

Tabela 5. ConcentracOes de derivados de purina e creatinina utilizando amostras de urina spot e total coletados em intervalos de 4
horas, ap0s a alimentacdo matinal (T) e coleta de urina total de 24 h (U24) em cordeiros alimentados com dietas (D) contendo
monensina (MON) e niveis de alcaloides piperidinicos de algaroba (APA)

MON  Niveis de APA (mg/kg MS) EPM D Tempo de coleta (h)

ITEM 2,1 0 2,3 4,6 9,2 4 8 12 16 20 24 uz24

EPM T DxT

Derivados de purina (mmol/L)
Spot 17,62 17,67 12,84 13,72 18,13 0,74 0,005% 12,76 12,78 16,60 16,24 18,95 21,01* 13,64 0,74 0,0004* 0,648
1746 1730 1780 1456 1963 067 0029° 2221* 1628 1839% 1637 1698 1771 1364 067 00008 0,978
Creatinina (mmol/L)
Spot 406 448 447 433 439 022 0963 4,86* 3,72 350* 3,71* 379 337 746 022 <.0001° 0,938

tg;l?a 505 508 441 405 520 026 0429 534 429* 456* 445% 371* 348 746 0,26 0,0001° 0,755

AY = 0,2286X2 - 1,9963X + 17,275 (R? = 0,91)

BY = 0,1383X2 - 1,1182X + 18,004 (R? = 0,65)

AY = 0,0064X2 + 0,2443X + 11,41 (R? = 0,94)

BY = 0,0305X2 - 1,0133X + 24,782 (R? = 0,65)

CY =0,0054X?2 - 0,2002X + 5,328 (R? = 0,70)

DY = -0,0007X3 + 0,0292X?2 - 0,4337X + 6,55 (R2 = 0,87)
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CONCLUSOES

A excrecdo de creatinina ndo é afetada nas doses de APA utilizadas, indicando o
uso de Unico valor para estimar o volume urinario em amostras de urina spot coletadas
4, 8 e 12 h apo6s a alimentacdo da manha. Creatinina determinada em amostras de urina
total coletadas a cada 4 h ap6s alimentagdo da manhd ndo € adequada para estimar o
volume urindrio e a obtencdo do indice DPC. O indice DPC apesar de ser
superestimado, apresenta relacdo com a excre¢cdo de DP em amostras de urina spot e

independe do tempo de coleta.
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