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Resumo

COSTA, M. C. M. Estimativas de consumo por ovinos manejados sob diferentes ofertas de
folha em pastagem de Brachiaria spp. 2018. Tese - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Objetivou-se estabelecer um periodo de coleta, entre 3 ou 5 dias, que consiga validar
experimentos de consumo em pastejo de Brachiaria spp. (syn. Brachiaria spp.), que seja capaz
de apresentar estimacgdo correta do valor nutritivo da forrageira e os componentes das fezes
através de pastejo simulado e coleta retal de fezes Unica, uma vez ao dia. Avaliar os indicadores
internos: mateéria seca indigestivel; fibra em detergente neutro indigestivel; fibra em detergente
acido indigestivel; lignina em detergente acido indigestivel; e indicadores externos: 6xido
crdmico e dioxido de titanio (TiO2). Ao realizar as avaliagdes com o uso do indicador externo
TiO2 notou-se dificuldade na aplicagdo da metodologia, com isso propfe-se uma adaptacgéo,
afim de facilitar sua quantificacdo. Os ovinos sdo animais selecionadores e preferencialmente
escolhem folhas ao pastejarem, baseado nisso foi realizada a determinacdo do consumo de
matéria seca dos animais submetidos a quatro niveis de ofertas de folha 60, 75, 90 e 105 g/kg e
dentro dessas ofertas avaliar a concentracdo de protodioscina, logo sua capacidade de
intoxicacdo. N&o houve diferenca significativa entre os periodos de coleta avaliados, podendo
ser utilizado apenas 3 dias para avaliacdo em experimentos a pasto. O indicador éxido crdmico
por ser o0 mais utilizado em experimentos desse carater e ndo diferindo da coleta total de fezes,
foi aplicado como referéncia e com isso os indicadores dioxido de titanio e lignina em
detergente &cido indigestivel, ndo diferiam estaticamente entre si, demonstrando serem aptos e
acurados para estimacdo do consumo de matéria seca (CMS) em experimentos a pasto
utilizando cordeiros. A concentragdo de protodioscina variou entre as ofertas apresentando
valor médios de 2,23 a 5,29 g/kg, sendo importante ressaltar que durante este experimento,
foram relatadas 2 mortes por fotossensibilizagdo. O CMS, foi influenciado negativamente pela
concentragdo de protodioscina, devido a rebrota estimulada pelo pastejo dos animais
aumentando sua concentracdo na forrageira. A digestibilidade e a cinética da degradacao in
vitro demonstraram a baixa degradacéo da forrageira e com isso a necessidade de maior tempo
de retencdo de particulas no rumen. No Brasil grande parte dos trabalhos avaliando a
protodioscina sdo apenas relatos de casos, mostrando clinicamente o que acontece ao animal,
porém poucos discutem a acao da protodioscina dentro do rimen. No entanto nota-se que sua
atuacdo estd associada a qualidade da forrageira. Para que a protodioscina venha a intoxicar 0s
animais, 0s microrganismos ruminais necessitam realizar a sua degradacéo e quanto maior o
tempo de retencdo da particula no rimen, maior sera a possibilidade de ocorrer a injuria.

Palavras-chave: indicador externo; indicador interno; intoxicacdo; metodologia; protodioscina



Abstract

COSTA, M. C. M. Consumption estimates by lambs handled under different offers of leaves in
pastures of Brachiaria spp. 2018. Tesis - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science,
Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

The objective was to establish a collection period, between 3 or 5 days, that can validate
experiments of grazing consumption of Brachiaria spp. (syn. Brachiaria spp.), which is able to
present correct estimation of the nutritive value of the forage and the components of the feces
through simulated grazing and single rectal collection of feces once a day. Evaluate internal
markers: indigestible dry matter; indigestible neutral detergent fiber; indigestible acid detergent
fiber; indigestible acid detergent lignin; and external markers: chromium oxide and titanium
dioxide (TiO2). When carrying out the evaluations using the external TiO2 indicator, it was
noted that the methodology was difficult to apply, so an adaptation is proposed, in order to
facilitate its quantification. Sheep are selective animals and prefer to select leaves when grazing.
Based on this, the dry matter intake of the animals submitted to four levels of leaf offerings 60,
75, 90 and 105 g / kg was carried out. of protodioscin, thus its intoxication capacity. There was
no significant difference between the collection periods evaluated, and only 3 days could be
used for evaluation in pasture experiments. The indicator of chromium oxide being the most
used in experiments of this character and not differing from the total collection of feces, was
applied as reference and with this the indicators titanium dioxide and lignin in indigestible acid
detergent did not differ statically among them, proving to be fit and accuracy for dry matter
consumption (CMS) estimation in grass experiments using lambs. The concentration of
protodioscin varied between the offers presenting average values of 2.23 to 5.29 g / kg, being
important to note that during this experiment, 2 deaths were reported by photosensitization. The
CMS was negatively influenced by the concentration of protodioscin, due to regrowth
stimulated by grazing of the animals increasing their concentration in the forage. The
digestibility and the kinetics of in vitro degradation demonstrated the low degradation of the
forage and with this the need for a longer retention time of particles in the rumen. In Brazil,
most of the studies evaluating protodioscin are only case reports, showing clinically what
happens to the animal, but few discuss the action of protodioscin within the rumen. However,
it is noted that its performance is associated with forage quality. In order for protodioscin to
intoxicate the animals, the ruminal microorganisms need to perform their degradation and the
longer the retention time of the particle in the rumen, the greater the possibility of injury.

Keywords: external marker; internal marker; intoxication; methodology; protodioscin.
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1 INTRODUCAO

A alimentacdo com volumosos € essencial nos sistemas de producdo, pois, na maioria
das vezes, € responsavel por grande parte do atendimento das exigéncias de mantenca e de
producéo animal (Obeid et al., 2007).

A regido central do Brasil se destaca na producdo pecuéria e é caracterizada por dois
periodos climaticos, distintos principalmente quanto ao nivel de precipitagdo, comumente
denominado periodo seco e periodo chuvoso, o que impdem caracteristicas peculiares as
forrageiras sob pastejo (Detmann et al., 2005).

Grande parte da producao de ruminantes ocorre em pastagens de baixo valor nutricional,
principalmente, em funcdo do manejo inadequado (Machado et al., 2011), o que pode
comprometer o consumo de matéria seca (CMS), determinante no processo produtivo.

Avangos no entendimento dos fatores que interferem no CMS tém acontecido
lentamente, devido principalmente a dificuldade de mensuragéo. Segundo Obeid et al. (2007),
0 consumo pode ser limitado principalmente pelo tipo de alimento, pelas condices de
alimentacdo ou mesmo pelos animais. De modo geral, estd associado negativamente ao
conteudo de parede celular e positivamente ao grau de digestibilidade da dieta.

Os ovinos sdo considerados pastejadores selecionadores intermediarios, exibem alto
grau de flexibilidade alimentar, variando os habitos de selecdo da dieta de acordo com a época
do ano, em consonancia com a qualidade e a disponibilidade de forragem (Leite, 2002). Essa
maior exigéncia de qualidade é acompanhada de caracteristicas anatbmicas e comportamentais.
Estes animais apresentam um focinho mais afunilado, que proporciona vantagem anatémica na
selecdo da dieta e utilizam os labios como forma de apreensdo da forragem, o que permite a
maior seletividade, diferente dos bovinos que realizam a apreensao dos alimentos com a lingua.

Logo, a estimativa aprimorada do consumo de matéria seca (CMS) por animais
manejados em pastejo sempre foi um desafio para os pesquisadores, especialmente na
ovinocultura, tendo em vista o grande nimero de variaveis que atuam e as limitagdes impostas
pelas metodologias utilizadas para obtencdo destas estimativas (Morenz et al., 2006).

Entretanto o conhecimento da quantidade do alimento ingerido por um animal e o
guanto ele absorve de nutrientes é essencial para o primordial objetivo dos nutricionistas, ajustar
a quantidade e a qualidade das ragGes baseando-se nas exigéncias nutricionais dos animais,
onde a ingestdo voluntaria é determinante para o balanceamento correto da dieta (Cardoso et
al., 2000), ao passo que tambem apresenta importancias como: o uso eficiente dos nutrientes

presentes nos alimentos, para o estabelecimento de estratégias de alimentacdo que permitam
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maior desempenho animal; proposicdo de alteracOes a respeito do manejo alimentar e para
predicdo da resposta do animal (Machado et al., 2011); avaliagdo do desempenho do rebanho,
ajustando as condicdes de producao de acordo com a qualidade e a disponibilidade de forragem
(Morenz et al., 2006), o que por consequéncia influenciaria na diminuicdo do impacto
ambiental.

Outro aspecto importante, uma vez que se comentou sobre qualidade da forragem, é a
concentracdo de um fator anti nutricional, conhecido como protodioscina ou saponina, presente
naturalmente em plantas forrageiras como as Brachiarias spp.. Este componente € o principal
responsdvel pela intoxicacdo natural de ovinos e consequentemente causador da
fotossensibilizacdo hepatégena nos animais, sendo importante ressaltar que com menor
frequéncia observam-se casos de emagrecimento sem dermatite (Riet Correa et al., 2011).

Dentro deste contexto objetiva-se, por meio desta reviséo bibliografica, elucidar alguns
pontos importantes e relevantes para melhor compreender os assuntos nesta tese abordados.
Assim como apresentar e discutir métodos para estimativas de consumo de ovinos a pasto, e
intoxicacdo de ovinos por Brachiaria spp., mas também discute e apresenta uma adaptagéo, no
intuito de melhoria, & uma metodologia usualmente utilizada para estimavas de consumo a

pasto.

1.1 Indicadores de producéo fecal

O método convencional utilizado para se determinar a producdo fecal é por meio da
coleta total de fezes, o que é extremamente trabalhoso e em determinadas circunstancias, como
na manutencdo de animais em pastagem, é muito dificil ser realizado, fato este que induziu o
desenvolvimento de métodos indiretos de avaliagdo, como o uso de indicadores para estimar a
producdo fecal (Zeoula et al., 2000). Os indicadores sdo substancias capazes de colaborar em
inimeros aspectos nas areas da alimentacéo e da nutricdo animal. Estudos tém proporcionado
ajustes nas metodologias de fornecimento (dose diéria e tempo de estabiliza¢do), coletas (vezes
por dia e nimero de dias) e analises (vicios de amostragem e procedimentos laboratoriais),
tornando suas estimativas cada vez mais precisas (Oliveira et al., 2012).

Vaérios indicadores tém sido aplicados na estimativa indireta de producéo fecal, sendo
que para ser considerado ideal este deve possuir as seguintes propriedades: ser inerte; ndo ser
toxico; ndo ter funcéo fisiologica; ndo ser metabolizado a fim de ser totalmente recuperado do
trato digestivo; possuir capacidade de ser processado com o alimento; ter tamanho apreciavel;
misturar intimamente com o alimento e permanecer uniformemente distribuido na digesta; ndo

ter influéncia sobre a motilidade e secre¢des do trato digestivo; ndo ter influéncia sobre a
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microflora e seus hospedeiros; possuir um método especifico e sensivel de determinacdo; e ter
propriedades fisico-quimicas que ndo interfiram nos processos digestivos (Oliveiraetal., 2012).

Kotb e Luckey (1972) os descreveu em duas classes: indicadores internos, aqueles
representados por substancias indigestiveis presentes naturalmente em algum componente da
dieta, e indicadores externos, variedades de compostos inertes adicionados a dieta,
administrados aos animais via oral ou intraruminal. Neste aspecto, tém-se discutido muito sobre
0 assunto, mas os pesquisadores ainda ndo encontraram uma substancia com caracteristica de
indicador perfeito, assim como ndo definiram qual componente quimico que se assemelha mais

com aquelas caracteristicas desejadas (Zeoula et al., 2002).

1.1.2 Consumo

As exigéncias nutricionais, em diversas categorias animais sdo fornecidas em
guantidade de matéria seca (MS) da dieta. O consumo de forragem é determinante para o
desempenho de ruminantes em pastejo, sendo influenciado por fatores associados ao animal, ao
pasto, ao ambiente e as suas intera¢fes. Segundo Hodgson (1990), o consumo é composto por:
peso do bocado (massa), taxa de bocados por unidade de tempo e tempo total em pastejo, e
através desta equacao podem ser estudadas as relagdes do consumo com as caracteristicas do
pasto, pois estas variaveis sao sensiveis as mudancas ocorridas em sua estrutura. A forma com
que a forragem esta disponivel ao animal é conhecida como estrutura do pasto e segundo
Gomide e Gomide (2001) algumas caracteristicas estruturais condicionam o consumo, dentre
elas estdo: altura e populacdo de perfilhos, densidade de biomassa, relagdo folha/colmo,
proporcao de folhas mortas e inflorescéncia.

Hodgson (1982) ressaltou que a massa de forragem por bocado pode variar em virtude
da estrutura e da disponibilidade da forragem, o que tornaria pouco representativa a mensuragdo
da ingestdo por meio da taxa de ingestdo se forem adotados valores fixos tanto para
massa/bocado assim como para bocados/tempo, pois 0s animais tendem a compensar baixas
massas de bocado com aumentos na taxa de bocado, realizando mais bocados por unidade
tempo e mantendo a taxa de ingestdo no tempo considerado, condicionando assim um nivel de
ingestdo diario seguro e harmoénico com suas exigéncias nutricionais.

Dentro de periodos extremamente curtos de tempo (minutos), a taxa de ingestdo é
limitada por propriedades morfoldgicas da vegetacao e pelo aparato ingestivo do animal. Assim,
percebe-se que, apesar das inter-relacdes entre as variaveis descritas acima, o tamanho do
bocado é a variavel de maior importancia, relacionando o consumo e a estrutura do pasto
(Carvalho, 1997).
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Deste modo a compreensdo da regulacdo do consumo, pode ser demonstrada,
fracionando o consumo em variaveis de menor escala, segundo as equac¢des (Hodgson, 1982):
Consumo = Tempo de pastejo x Taxa de ingestdo

Taxa de ingestdo = Tamanho do bocado x Taxa de bocados

Medeiros et al. (2007), avaliando o comportamento ingestivo de ovinos em pastagem
de Azevem anual, realizaram a seguinte metodologia: do nascer ao por do sol foram registrados
a cada 10 min a frequéncia de bocados, peso de bocados, o teor de proteina bruta (PB) da
forragem ingerida, o tempo de pastejo e o consumo de forragem. Para verificagdo da taxa de
bocados, foi adotado o método do tempo de 20 bocados (Jamieson e Hodgson, 1979),
realizando-se, posteriormente, a conversdo dos valores obtidos para nimero de bocados por
minuto. O peso de bocado foi determinado de forma simultanea a estimacao da frequéncia de
bocado, por meio de coletas manuais realizadas de forma a reproduzir o peso de bocado de
cinco ovelhas com mesmo peso e mesma largura de arcada dentaria, escolhidas para este fim.
Cada amostra destinada a determinacdo do peso de bocado foi composta por cinco coletas
manuais (hand-plucking ou simulac¢éo de pastejo), cada uma equivalente a um bocado realizado
pelo animal. A calibragcdo da técnica de coleta manual foi feita de forma comparativa,
utilizando-se uma ovelha fistulada no esofago, a partir de uma regressao utilizada para corrigir
os valores obtidos nas coletas manuais. Sendo importante ressaltar que ndo vem sendo mais
utilizada a fistula esofagica devido as questdes de bem-estar animal.

A diviséo do processo de ingestdo por animais em situacao de pastejo foi proposta por
Laca e Demment (1992) que o separaram em duas escalas temporais: curto e longo prazo. No
curto prazo, numa escala de minutos a horas de pastejo, o consumo de forragem é resultado da
estrutura e acessibilidade do pasto, bem como sua abundancia e qualidade. Os principais
mecanismos que atuam nessa escala sdo aqueles relacionados a colheita e manipulacdo da
forragem pelo animal em pastejo, onde a massa do bocado é o pardmetro mais determinante da
ingestdo e a estrutura do pasto atua com mais evidéncia, ou seja, 0 curto prazo expressa a taxa
de ingestdo de matéria seca (MS). No longo prazo, a resposta funcional é comumente
denominada de consumo diario, sendo expressa em kg de matéria seca (MS) por dia e medido
em escalas que vao de dias a semanas. Os fatores que controlam o consumo, neste caso, passam
a ser focalizados nos processos digestivos, onde a taxa de passagem e a capacidade
gastrointestinal assumem importancia, ao lado de outros pardmetros de natureza néo
nutricional, como a termorregulacédo, a necessidade de socializacéo, descanso e requerimentos

de dgua, bem como de vigilancia, ou seja, esta é a ingestdo diaria de matéria seca (MS).
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Segundo Van Soest (1994), os ovinos podem alterar seu consumo por nenhuma razao
aparente e é por essa razao que 0s ensaios devem ser conduzidos por diversas semanas a fim de
que seja estabilizado o consumo e diminua-se essa variagdo. O consumo e a digestibilidade das
forragens em ensaios de pastejo s@o obtidos a partir de estimativas, onde a relacdo utilizada é:
Fi = Pr/Ra, onde o consumo Fi ¢ igual ao residuo fecal (Pr) dividido pela indigestibilidade
aparente (Ra) (Van Soest, 1994).

1.1.3 Estimativas de consumo e digestibilidade com indicadores

A estimativa de valores de digestibilidade é reconhecidamente um dos primeiros
parametros do valor nutritivo do alimento (itavo et al., 2002) entretanto a sua determinag&o
atraves da coleta total de fezes necessita severo controle da ingestdo e excrecdo, assim como
para estimativas de consumo, tornando este método tradicional trabalhoso e oneroso. Seu
objetivo é obter de forma acurada a quantidade de alimento fornecido e a quantidade excretada
em determinado periodo de tempo e para isso leva-se em consideracdo a avaliagcdo do consumo
e da producéo fecal que podem ser feitas através de dois métodos: o convencional, com animais
diretamente em gaiolas metabdlicas e/ou com uso de bolsas coletoras de fezes; ou pela
estimativa da producdo fecal, com o uso de indicadores (Canesin et al., 2012).

A determinacédo pelos indicadores (internos e externos), que ndo requer manuseio de
grande quantidade de material, permite obter informagdes como a quantidade total de alimentos
ou de nutrientes especificos, a taxa de passagem da digesta por todo o trato digestivo e a

digestibilidade de todo alimento ou de nutrientes especificos (Ferreira et al., 2009b).

1.1.4 Indicadores internos

Os indicadores tém sido utilizados como ferramenta experimental por muitos anos e um
amplo ndmero de substancias tem sido avaliadas como indicadores para estudar a fungéo
digestiva em ruminantes (Zeoula et al., 2002).

Segundo Van Soest (1994), a recuperacédo de frag@es indigestiveis do alimento é a base
para o0 uso de indicadores internos, que sdo empregados convenientemente em estudos nos quais
s80 necessarias estimativas de digestibilidade. O conhecimento acerca da digestibilidade dos
componentes quimicos dos alimentos € um dos principais pardmetros empregados na avaliagcdo
nutricional das dietas para ruminantes, isso se justifica pelo fato das perdas fecais serem as de
maior magnitude, comparativamente as demais, que ocorrem nos processos de digestdo e

metabolismo dos alimentos (Le&o et al., 2008).
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Salman et al. (2010) constataram que os indicadores internos apresentam como principal
vantagem, sua ocorréncia natural nos alimentos o que evita varia¢Ges acentuadas na excre¢do
fecal, como no caso dos indicadores externos, e segundo Van Soest (1994) estes sdo
convenientes em pastagens e em outros estudos balanceados onde uma estimativa de
digestibilidade é necessaria. Essa estimativa da digestibilidade (D) é realizada da seguinte

maneira:

D= 100 - _Concentracdo do indicador no alimento x Nutriente nas fezes x 100
Concentracdo do indicador nas fezes x Nutriente no alimento

Neste contexto, podem ser descritos como a fracdo indigestivel do alimento: matéria
seca indigestivel (MSi), fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi), fibra em detergente
acido indigestivel (FDAI), lignina em detergente acido indigestivel (LDAI), entre outros, pouco

usuais.

1.1.4.1 Matéria seca indigestivel (MSi)

Kozloski et al. (2009) trabalhando com ovinos mantidos em gaiolas metabdlicas,
realizaram um ensaio de digestibilidade com duracéo de 15 dias, incluindo 10 dias de adaptacéo
e 5 dias de coletas de dados e amostras e descreveram a determinagdo da MSi: foram pesados
5 g de amostra (alimento e fezes) em sacos de poliamida (10 cmx10 cm, porosidade de 50 um),
selados e incubados no ramen de bovinos fistulados mantidos em pastagem. Os sacos foram
removidos apds 144 h de incubacéo, lavados intensamente em &gua corrente, secos em estufa a
110°C durante pelo menos 12 horas e pesados. A matéria seca residual foi considerada a MSi e
constataram que o grau médio de recuperacdo da MSi variou de 64,8 a 108,5% em todos os
ensaios e que, apds correcdo da recuperagdo fecal, a MSi apds 144 horas de incubag&o in situ
pode ser utilizada como indicador interno para estimar a digestibilidade média de uma dieta
consumida por um grupo de animais, mas € pouco precisa para detectar pequenas diferencas na

digestibilidade de alimentos impostas pelos tratamentos em um experimento.

1.1.4.2 Fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi)

A célula vegetal é revestida por uma parede celular rigida composta basicamente por
celulose, mas em células adultas esta parede sofre um espessamento que pode formar uma
segunda parede composta por lignina e hemicelulose. O método de determinacdo das fibras

proposto por Van Soest consiste, inicialmente, em separar o contetudo celular da parede celular.
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Isto € feito aquecendo-se parte da amostra em solucéo de detergente neutro. O conteudo celular
solubiliza-se no detergente, enquanto a parede celular ndo, podendo ser separada por filtragem.
As fracdes resultantes sdo denominadas de solUveis em detergente neutro, e sdo compostas por
proteina, nitrogénio ndo proteico (NNP), lipideos, pigmentos, acgUcares, acidos organicos e
pectina, e FDN (constituida basicamente por celulose), N ligado a fibra, hemicelulose e lignina
(Salman et al., 2010).

No trabalho de Kozloski et al. (2009), com ovinos, apos a determinacao da MSi 0s sacos
foram tratados em seguida com solucédo detergente neutro durante 60 minutos, lavando com
agua destilada quente vérias vezes até extracao total do detergente residual, imersos em acetona
durante 5 minutos, secos em estufa a 110°C durante pelo menos 12 horas e pesados e 0s
pesquisadores concluiram que o FDNi como indicador interno foi menos aceitavel que a MSi
para estimar a digestibilidade da matéria organica individual em ovinos e que em estudos com
animais em pasto, o consumo individual de forragem pode ser estimado com base em
estimativas de ambos, excrecdo fecal de MS e digestibilidade da MS da forragem. Quando
algum indicador é utilizado com o proposito de estimar a digestibilidade, usualmente séo
coletadas amostras fecais diretamente do reto em horarios pré-determinados ao longo do dia, 0
que ndo foi realizado por Kozloski et al. (2009). Por esse procedimento, assume-se que a
concentragéo fecal do indicador ndo varia ao longo do dia e/ou o protocolo de amostragem
elimina o erro associado a uma possivel variacdo e os resultados indicam que para melhorar o
grau de exatiddo das estimativas de consumo de forragem em experimentos de pastejo
utilizando residuo indigestivel como indicador interno de digestibilidade, é necessario conduzir
ensaios paralelos de digestibilidade, com utilizacdo de gaiola metabdlica, para medir o grau de
recuperacdo desse indicador (Kozloski et al., 2009).

1.1.4.3 Fibra em detergente acido indigestivel (FDAI)

Quando se utiliza solucéo de detergente acido a celulose e a hemicelulose solubilizam-
se e a lignina ligada a celulose (lignocelulose) é separada por filtragem. As duas fragdes sdo
denominadas, respectivamente, de sollveis em detergente acido e fibra em detergente acido
(FDA). A porcao soluvel é integralmente aproveitada por ruminantes ou outros herbivoros e
parcialmente por monogastricos ndo herbivoros (Salman et al., 2010). Sua determinacao se da
da mesma maneira que o FDN, porém o detergente nesta sera acido.

Zeoula et al. (2002) utilizando ovinos (SRD) e vacas (Holandesas) constataram que a
baixa recuperacéo fecal da FDAI de 89,76% em relacéo a coleta total de fezes, superestimou a

producdo fecal e foi considerado um bom indicador na estimativa dos coeficientes de
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digestibilidade da MS e da MO com semelhanca aqueles obtidos pelo método de coleta total de
fezes.

Ferreira et al. (2009b) observaram que o FDNi e o FDAI ndo diferiram entre si e
permitiram estimar a digestibilidade de maneira semelhante a coleta total de fezes. Segundo
ftavo et al., (2002) trabalhando com bovinos, o FDAI, apds 144 horas de incubagio in vitro ou
in situ, tem sido utilizada em estudos de digestibilidade e a estimativa da digestibilidade dos
nutrientes podem ser efetuadas utilizando-se a FDAI como indicador interno em ovinos (Alves
et al., 2003; Véras et al., 2005).

1.1.4.4 Lignina em detergente acido indigestivel (LDAI)

A lignina é um polimero de unidades de fenilpropandides que ocorre na parede celular
das plantas forrageiras. Teoricamente a digestibilidade da lignina é igual a zero (lignina
verdadeira). Entretanto, em gramineas jovens e em outras especies com baixo contetdo de
lignina, pode-se encontrar uma aparente digestibilidade, o que resulta em erros na estimativa
da digestibilidade da forrageira. A deficiéncia da recuperacédo da lignina nas fezes é decorrente
de alguns fatores, tais como: em gramineas jovens a lignina possui menor grau de polimerizagéo
e os fragmentos de baixo peso molecular sdo absorvidos e excretados via urina; a lignina bruta
pode sofrer contaminacdo de outros componentes do alimento (reacdo de Maillard); pode
ocorrer formacdo de material fendlico soluvel, além de que, fracbes muito pequenas sdo
perdidas durante o processo de filtragem. Na pratica, o uso da lignina bruta como indicador
apresenta algumas restrices, pelos motivos citados acima, 0 que pode ocasionar erros nas
determinagOes e comprometer a estimativa dos valores de digestibilidade e consumo (Salmann
etal., 2010).

Genericamente a lignina deveria ser o melhor indicador em ragdes com alto conteido
em lignina, especialmente acima de 5% do alimento na matéria seca (Van Soest, 1994). Sua
determinacdo segundo Silva e Queiroz (2002) é a partir da fibra em detergente acido e existem
dois métodos de determinacdo: o do &cido sulfurico a 72% p/p (lignina “Klason”) e o do
permanganato de potassio (lignina “Permanganato”). O contetdo de lignina pode variar de 4 a
12%, podendo chegar as forrageiras mais fibrosas a 20%. Ressalta também que estudos
mostram que a temperatura de secagem e a umidade da amostra provocam modificacoes,
aumentando o teor da lignina na amostra, ou seja, sua determinacgdo requer uma metodologia
extremamente cautelosa e rigorosa (Silva e Queiroz, 2002).

Rodrigues et al. (2010) utilizando 18 ovinos mantidos em gaiolas metabolicas

observaram que LDAI apresentou recuperacéo fecal inferior a 100%, que ndo houve diferenca
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entre os erros residuais das estimativas da digestibilidade aparente da matéria seca e que 0s
erros de predigdo da digestibilidade aparente da MS originados pelo seu uso séo influenciados
pela digestibilidade da MS da dieta. Portanto o erro de predi¢do diminui com o aumento da
digestibilidade da dieta, provando que as estimativas da digestibilidade aparente da MS obtidas
por este indicador se tornam mais acurados em dietas com digestibilidade aparente de MS
proximas a 75%. O que ndo se aplica a ensaios em pastejo. Segundo Faria e Mattos (1995),

dificilmente uma forrageira tropical apresenta digestibilidade superior a 60%.

1.1.5 Indicadores externos

Estas substancias que sdo também nomeadas como marcadores, tragcadores, substancias
de referéncia ou substancias indicadoras séo constantemente utilizadas para estimar o fluxo da
digesta, digestibilidade e producdo fecal em diversas espécies animais. Sua escolha deve ser
baseada na taxa de recuperagéo fecal, validada em ensaios de coleta total de fezes, e ao seu
custo (Machado et al., 2011).

O método de fornecimento de indicador externo aos animais também consiste em
importante fonte de variacdo nos resultados (Fukumoto et al., 2006). Existem dois métodos:
Equilibrio - sdo fornecidas diariamente quantidades constantes de indicador aos animais com
objetivo de estabelecer uma condic¢do de equilibrio das concentragbes do indicador no trato
digestivo e nas fezes dos animais e Dose pulso - utilizada apenas uma dose e séo realizadas
amostragens de fezes em intervalos de tempo curtos, normalmente de 3 a 4 horas, durante 5 a
7 dias, compondo assim a curva de excre¢do do indicador nas fezes.

Supondo a recuperacéo total do indicador nas fezes, o conhecimento de sua quantidade
e concentragdo em uma amostra representativa de fezes permitira a estimativa da producgéo
fecal. Esta técnica depende da amostragem de maneira que a variagdo diurna na concentracdo
fecal ndo contribua para o erro. Medir a producéo fecal diurna pode proporcionar informacdes
para o estabelecimento de um adequado horario amostral (Van Soest, 1994).

Vaérias técnicas existem para se realizar a amostragem fecal. Uma delas é o método de
coletar amostras deixadas no campo, quando ministrados juntamente com o indicador, pellets
plasticos (este método trabalha melhor em ambientes secos, onde a contaminagdo da amostra é
minima e possa existir uma relativa recuperacdo das fezes) ou coletar amostras de fezes
diretamente da ampola retal. Uma alternativa € trabalhar com indicadores encapsulados,
impregnado em papel ou em preparacGes mordentadas (Van Soest, 1994).

Ferreira et al. (2009a) constataram que em pesquisas com ruminantes, geralmente séo

empregados cinco dias para coleta de fezes e propuseram que a diminuicdo desse periodo de
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coleta, além de diminuir o estresse dos animais, poderia resultar em menores quantidades de
amostras a serem manuseadas e analisadas, 0 que tornaria 0s ensaios dessa natureza menos
onerosos e trabalhosos e chegaram a conclusédo que trés dias de coleta de amostras de fezes (em
novilhas) para estimar a digestibilidade sdo suficientes e recomendados e que os indicadores
permitem estimar a digestibilidade de maneira semelhante ao método de coleta total de fezes.
Dentre 0s mais conhecidos estdo: 6xido cromico (Cr203) e dioxido de titanio (TiO>).

1.1.5.1 Oxido crémico (Cr203)

O oxido crémico ou sesquidxido de cromo, entre os indicadores externos, é 0 mais
utilizado, apresentando as vantagens de ser barato e facilmente incorporado a dieta. Contudo,
varios problemas tém sido correlacionados ao seu uso, como incompleta mistura com a digesta
ruminal, passagem mais rapida pelo rimen que o material fibroso e possibilidade de acimulo
em alguma parte do trato digestivo, além de dificuldades na analise (Machado et al., 2011).
Apresenta também propriedade carcinogénica (Figueiredo, 2011).

A concentracdo do oxido crémico nas fezes alcanca o equilibrio seis a sete dias apds a
administracao das doses iniciadas e 0 modo de fornecimento (em pasto) pode ser uma ou duas
vezes ao dia em capsulas de 1 - 10 g, dependendo da espécie animal (Salmann et al., 2010).

Rodrigues et al. (2010) relataram uso de 4g do indicador por animal/dia, via oral e
fornecido duas vezes ao dia (2,0g por vez), no momento das refei¢bes, por meio de capsulas de
gelatina (1,0g por capsula) e aplicador oral para ovinos.

Seu método de determinacdo é pela absorcdo atdmica, proposto por Williams et al.
(1962).

1.1.5.2 Di6xido de titanio (TiOz)

O dioxido de titdnio vem sendo utilizado como alternativa aos indicadores mais comuns
como o éxido crdmico e pode ser legalmente adicionado ao alimento em quantidades que nédo
excedam 1,0% do produto final (Ferreira et al., 2009b). E um p6 de coloragdo branca, sem odor
ou sabor e ¢ insolivel em agua e acidos diluidos.

Apresenta vantagem quanto ao seu custo e sua utilizagdo, pois evita preocupacdes
referentes a possiveis propriedades cancerigenas, assim como apresenta um procedimento
analitico répido e preciso para analise quantitativa (Myers et al., 2004).

Sob reacdo com o Perdxido de Hidrogénio (H202) apresenta coloragéo alaranjada, de

facil identificacdo se os procedimentos foram feitos corretamente.



339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360

361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371

11

Ferreira et al. (2009a) trabalhando com vacas em lactagdo constataram que o dioxido de
titdnio € um indicador adequado podendo inferir a producdo de matéria seca fecal e médias de
consumo de concentrado. Assim como Pina et al. (2011) concluiram que este indicador externo
é efetivo para estimar consumo individual de concentrado em bovinos.

Porém Figueiredo (2011), trabalhando com ovinos alimentados com dietas a base de
cana-de-acucar e feno relatou que o dioxido de titdnio superestimou a producdo fecal e

subestimou a digestibilidade dos nutrientes.

1.1.6 Periodo de coleta de fezes

O periodo de coleta deve ter duracdo suficiente para reduzir a0 maximo 0s erros
resultantes da excrecdo irregular das fezes e da variacédo diaria no comportamento dos animais
(Ezequiel et al., 1995). Neste sentido realizar um periodo de adaptacéo adequado, com o intuito
de reduzir o erro experimental torna-se interessante.

Reporta-se também importante admitir que os ovinos demoram 24 horas para excretar
as fezes oriundas de determinado alimento ingerido, e 0s bovinos, 72 horas (Ezequiel et al.,
1995) e geralmente sdo empregados cinco dias para a coleta total de fezes (Ferreira et al., 2009a)

itavo et al. (2002) trabalhando com novilhos, avaliaram dois periodos de coleta de fezes,
2 e 6 dias, com intervalos de 26 h entre as coletas e relataram que nenhuma das variaveis
estudadas foram influenciadas, sendo recomendado a utilizagdo de 2 dias de coleta. Assim como
Ferreira et al. (2009a) trabalhando com novilhas avaliaram dois periodos de coleta de fezes, 3

e 5 dias, também n&o encontraram diferenca entre os periodos utilizando 3 dias.

1.1.7 Producéo fecal

O consumo de forragem € usualmente o fator mais limitante do desempenho de animais
em pastejo, apresentando dificuldades para ser medido diretamente, em animais a pasto. De
modo que em experimentos desse tipo o consumo pode ser estimado pela medida da excrecéo
fecal e pela estimativa da digestibilidade da forragem consumida (Penning e Johnson, 1983).

A informacgdo da qualidade do alimento utilizada pelo animal é dada por meio da
digestibilidade, que € a relacdo entre a quantidade de fragdo ingerida do alimento e o que é
excretado. Os coeficientes de digestibilidade podem ser estabelecidos para a matéria seca (MS)
ou energia ou entdo para cada um dos componentes da matéria organica, tais como: proteina
bruta (PB), extrato etéreo (EE), extrativo ndo nitrogenado (ENN), fibra bruta (FB) ou fibra em
detergente &cido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN) (Salman et al., 2010).
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Nos ensaios de digestibilidade, segundo Van Soest (1994), pode-se determinar a
digestibilidade verdadeira e aparente. Matematicamente, a digestibilidade aparente é igual a
digestibilidade verdadeira menos o componente endogeno metabolico. Assim, diferencas na
capacidade digestiva de bovinos e ovinos envolvem dois diferentes fatores bioldgicos: menores
perdas metabodlicas nos ovinos favorecendo altos valores de digestibilidade em dietas de melhor
qualidade e menor habilidade de digerir fibra, promovendo menores valores de digestibilidade
para ovinos alimentados com dietas de baixa qualidade (Van Soest, 1994).

Segundo Salman et al. (2010), na determinacdo da digestibilidade, consideram-se 0s
nutrientes ingeridos e os recuperados nas fezes, calculando-se o coeficiente de digestibilidade
(CD) por diferenca:

CD (%) =_(Nutriente ingerido - Nutriente excretado nas fezes) x 100
Nutriente ingerido

A forma mais precisa de determinacdo da producdo fecal é pelo método direto, que
consiste na pesagem diaria de todas as fezes produzidas pelo animal, durante o periodo de cinco
dias (Alves et al., 2003), com auxilio de bolsas/sacolas, que evitam a contaminagao com a urina,
proprias para este fim, todavia, esta metodologia é de dificil aplicacdo para animais em pastejo.

Estas fezes coletadas sdo submetidas a pesagem e amostragem de uma aliquota
correspondente a 10% de total excretado por animal (Rodrigues et al., 2006) e séo identificadas
e armazenadas a -15°C. Posteriormente as amostras sdo pré-secas em estufa ventilada a 55°C e
misturadas para constituir uma amostra composta a qual deve ser homogeneizada, moida em
peneira de crivo de 1 e 2 mm para posterior analises laboratoriais. Este, € muito trabalhoso e
oneroso, requer controle rigoroso de ingestdo e excrecdo se tornando em determinadas
situacdes, estressante para o animal, dificil de ser realizado, pode provocar quedas significativas
de consumo, apresenta como grande desvantagem o aumento do requerimento para o trabalho
assim como possiveis efeitos prejudiciais de um peso sobre o animal (bolsa) e
consequentemente sobre seus habitos de pastejo. Este ultimo é mais sério em pastagens de baixa
densidade onde a distancia percorrida pode afetar o consumo (Van Soest, 1994).

1.2 Intoxicacéo de ovinos por Brachiaria spp.
O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016) registra que o efetivo de
ovinos foi de 18,41 milhdes em 2015, uma variacdo de 4,5% sobre 2014. A regido Nordeste

concentrou 60,5% do rebanho nacional em 2015. A regido Sul apareceu em seguida,
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representando 26,5% do efetivo da espécie, seguida pelas regides Centro-Oeste (5,6%), Sudeste
(3,8%) e Norte (3,6%). Onde a producdo nacional € de 172 mil toneladas de carne por ano,
inferior as 204 mil toneladas consumidas anualmente no Pais, de acordo com dados da
Associacao Brasileira dos Criadores de Ovinos. Comparando-se a outros, 0 consumo nao é téo
alto, mas mesmo assim o Pais precisa importar carne ovina do Uruguai e da Argentina.

Dados do Laborat6rio de Anatomia Patoldgica Animal da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul avaliados por Almeida et al. (2013) entre o periodo de 1996 a 2010 relataram
331 laudas da espécie ovina, representando 3,97% do total de casos, destas, foram relatados 25
casos de intoxicacdo por Brachiaria spp., representando 55,6% da categoria e 13,9% do total
de casos diagnosticados. Considerando que as forrageiras disponiveis no Pantanal Sul Mato-
grossense (Nativa e Brachiaria humidicola) sdo as menos ofensivas aos animais, devido ao seu
baixo teor de protodioscina (Leal et al., 2016) excluindo assim esses animais da possibilidade
de intoxicacéo, e que a mortalidade de ovinos no estado seja de 15 a 20% em uma populagéo
de 437.135 mil ovinos (retirado a populacdo do Pantanal), as mortes podem ser estimadas em
9.114,37 a 12.152,35 animais. Ao preco de US$ 20 por ovino, as perdas podem ser estimadas
em US$ 182,287.4 a 243,047.

Pensando nisso e analisando esses dados, nota-se que existe um déficit entre producéo e
demanda o qual pode ser explicado através de perdas que podem ser classificados como, diretas
e indiretas nos rebanhos.

Perdas diretas referem-se a, por exemplo, mortes, malformac6es, abortos, baixo peso de
carcaca ao abate e diminuicdo da producéo leiteira. Ja as perdas indiretas refletem gastos com
o0 controle de plantas invasoras, manejos dos animais, compra de animais para substituicdo dos
mortos, além dos custos com diagndsticos e tratamentos (Riet-Correa e Medeiros, 2001,
Barbosa et al., 2007), e dentro deste contexto, existem as perdas que podem ser classificadas
tanto diretas como indiretas, por exemplo as causadas por plantas toxicas.

No Brasil, o nimero de plantas conhecidas como toxicas para ruminantes aumenta
constantemente. Atualmente sdo descritas pelo menos 88 espécies tdxicas, pertencentes a 50
géneros, porem apesar do grande numero de espécies toxicas, as identificadas como causadoras
de perdas econémicas importantes sao relativamente poucas (Riet-Correa e Medeiros, 2001).

A intoxicagdo por Brachiaria spp. em ovinos é uma importante causa de perdas
econdmicas no Brasil (Riet-Correa e Medeiros, 2001; Castro et al., 2007), devido ao fato desta
forrageira ser a mais utilizada para alimentacdo animal, pois € a graminea que melhor se adapta

as condicdes adversas, como solos &cidos, pobre em nutrientes e longos periodos de estiagem,
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sem imprimir altos custos de manutencdo ou renovagéo de pastagens (Driemeier et al. 1999;
Castro et al. 2007).

1.2.1 Plantas toxicas e fatores anti-nutricionais

A selecdo natural favoreceu, de alguma forma, plantas que em seus tecidos possuiam rotas
bioguimicas que resultavam em produtos secundarios. Metabolicamente, esses compostos ndo
aparentam importancia alguma, mas sob a ética da co-evolugdo, resultados interessantes
ocorreram. Apesar de ndo exercerem funcdo aparente para o proprio metabolismo vegetal, os
animais passaram a consumir menos ou rejeitar 0s vegetais produtores de compostos
secundarios, maximizando o sucesso reprodutivo dessas plantas (Lima Janior, 2010).

Dessa forma, estabeleceu-se a defesa quimica como a conhecemos, presente na maioria
das plantas atuais. A defesa quimica é uma das formas de protecdo das plantas contra a
herbivoria, 0 que envolve a elaboragcdo e acumulagdo de substancias organicas que, uma vez
ingeridas, inibem o consumo (Lima Janior, 2010).

As toxinas séo, em geral, metabolitos secundarios das plantas, isto &, substancias quimicas
que ndo estdo diretamente envolvidas no metabolismo fundamental da planta. A maioria ndo
contribui para o ganho de energia ou integridade estrutural. Sdo extremamente diversas,
apresentando uma grande variedade de tipos quimicos, por vezes, a substancia toxica para o
animal ndo é o composto per si mas os metabolitos resultantes da sua degradacdo (Lima Junior,
2010).

As proporcdes dos metabolitos podem variar com alteracdes (Figura 1) sazonais,
circadianas, intra e interplanta, idade e desenvolvimento da planta, incluindo desenvolvimento
foliar, surgimento de novos 6rgdos, processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e
evolutivos. Temperatura, altitude, indice pluviométrico, radiacdo UV (Ultravioleta), poluicédo
atmosfeérica, disponibilidade de nutrientes e agua no solo, herbivoria e ataque de patdgenos sdo

outros fatores que influenciam no metabolismo secundario (Czelusniak et al., 2012).
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Figura 1 — Fatores que alteram quantitativamente os metabdlitos secundarios (Adaptado Gobbo-Neto e
Lopes, 2007)

1.2.2 Intoxicacgdo por Brachiaria spp.

A intoxicacdo por Brachiaria spp. tornou-se um dos maiores entraves a expansao da
ovinocultura nas areas da regido Centro-Oeste (Porto et al., 2013), devido aos casos de
fotossensibilizagdo associadas a esta forrageira (Riet-Correa et al., 2011).

A fotossensibilizacdo € uma demartite caracterizada por uma sensibilidade extrema do
animal aos raios solares (Riet-Correa e Medeiros, 2001) que causa perdas econémicas por parte
dos animais e, principalmente por menor ganho ou perda de peso (Mustafa et al. 2012).

Inicialmente considerou-se que a fotossensibilizagdo causada pela Brachiaria spp. era
devido a presenca do fungo Pithomyces chartarum (Ddbereiner et al. 1976; Fioravanti 1999),
produtor da toxina esporodesmina, mas posteriormente determinou-se que a grande maioria das
cepas deste fungo estudadas no Brasil ndo sdo produtoras desta toxina (Lemos et al., 1996a;
Riet-Correa e Medeiros, 2001; Cruz et al., 2001). Além disso, as altera¢des histopatologicas
encontradas nos animais intoxicados por Brachiaria spp. no Brasil sdo diferentes das alteracdes
causadas pela esporidesmina (Tokarnia et al. 2000, Riet-Correa e Méndez. 2011).

Hoje sabe-se que a toxicidade para animais em pastagens de Brachiaria spp. é atribuida
a presenca de saponinas esteroidais litogénicas na prdpria graminea (Smith e Miles 1993;
Lemos et al. 1997).

As saponinas esteroidais litogénicas séo glicosideos que contém uma ou varias cadeias
de acucares e que recebem este nome por sua caracteristica de formar uma espuma persistente
e abundante quando em contato com solugdes aquosas (Santos et al., 2008). A hidrolise dos
acucares das saponinas pelo metabolismo ruminal origina as sapogeninas epismilagenina e
episarsasapogenina (Figura 2) que, apds conjugacao com o acido glicuronico, ligam-se aos ions
de calcio e formam sais insolUveis que se precipitam nos ductos biliares na forma de cristais
(Cruz et al., 2001; Santos et al., 2008; Santos Junior, 2008; Gracindo, 2010). Esses cristais, por
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sua vez, podem causar inflamac&o e obstrucdo do sistema biliar além de necrose dos hepatocitos
periportais, resultando em ictericia, fotossensibilizacdo e hepatite (Santos et al., 2008).

Saponina esteroidal Ifogénicas

Ny

Sapogeninas diosgenina Sapogeninas yamogenina

N 5

Trato digestivo

7 Ty

Sapogeninas epismilagenina Sapogeninas episarsasapogenina

S

Conjugacdo com o acido glicurdnico

l

Glicuronideos

l

Ligam a ions de célcio

|

Sais insoldveis na forma de cristais

Figura 2 — Mecanismo de formac&o dos cristais na intoxicagdo por Brachiaria spp. (Santos Junior, 2008)

O principio toxico da Brachiaria € um componente da prépria planta, identificado como
sendo uma saponina litogénica, chamada de protodioscina, que causa hepatotoxicidade (Lemos
etal., 1997; Brum et al., 2007; Santos Janior, 2008).

1.2.3 O que é Saponina (protodioscina)?

As saponinas sdo substancias derivadas do metabolismo secundérios das plantas,
relacionados com o sistema de defesa (Lima Junior et al., 2010), e sdo encontradas nos tecidos
que sdo mais vulneraveis ao ataque fungico, bacteriano ou predatorio dos insetos (Wina et al.,
2005). Nas plantas, ocorrem em partes diferentes, tais como: raizes, folhas e sementes. As
saponinas triterpénicas sao encontras principalmente nas dicotileddneas, enquanto as saponinas
esteroidais, ocorrem nas monocotileddneas, categoria que abrange as gramineas (Schenkel et
al., 2007).

Seu nome deriva da propriedade mais caracteristica desse grupo de compostos, que €
formacdo de espuma persistente e abundante quando em solucdo aquosa (Albernaz, 2009).

Apresentam comportamento anfifilico, ou seja, sdo compostos que apresentam na mesma
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molécula uma parte apolar (hidrofébica) e uma parte polar (hidrofilica) sendo capaz de
promover a interacdo entre meios que apresentam polaridade diferente (por exemplo &gua e
0leo), neste sentido, apresentam potencial de formar complexos com esteroides, proteinas e
fosfolipidieos de membranas. Desse modo, determinam varias propriedades biologicas,
destacando-se a agdo sobre as membranas celulares, alterando sua permeabilidade, ou causando
sua destruicdo (Wina et al., 2005).

As saponinas esteroidais litogénicas presentes nas forrageiras causam, entre outras
alteracdes, formacéo de material cristaléide em ductos biliares e interferéncia no metabolismo
de hepatdcitos (Santos Junior et al., 2008). Essas alteragdes promovem a obstrucdo dos ductos
biliares, seguida de acumulo de filoeritrina na circulagdo e nos tecidos, causando
fotossensibilizagdo (Santos Junior et al., 2008).

Niveis de saponina (protodioscina) foram mensurados por Mustafa et al. (2012) os quais
relataram a determinacdo em cinco das 11 propriedades acompanhadas, trés delas ocorreram no
periodo da seca (S1 = 0,30%, S2 = 1,06% e S8 = 0,80%), e as outras no periodo chuvoso (S5 =
2,56% e S6 = 1,29%). No periodo das chuvas, 0s piquetes se encontravam em brotacdo e com
niveis mais elevados de protodioscina que as amostras do periodo da seca, onde o capim se
apresentava em sementacdo ou em fase de queda de sementes. Na propriedade (S1) onde o nivel
de saponina foi mais baixo, a morbidade foi de 6,6% e nenhum animal morreu. Em contraste a
esta, a propriedade (S5) apresentou o nivel mais elevado de saponina (2,56%), registrando a
intoxicacdo natural por Brachiaria spp. de um animal adulto, e na propriedade (S6), com o
segundo maior nivel de saponina nas amostras de capim, observou-se elevada letalidade (60%)
dos animais intoxicados.

Niveis de protodioscina, variando de 0,52% a 1,06%, foram encontrados em pastagem
madura de Brachiaria decumbens na fase final de sementacdo, capaz de intoxicar e provocar a
morte de ovinos jovens (Castro et al. 2011). Experimentalmente, piquetes em estagio de
brotagdo, crescimento e maduro apresentaram respectivamente 2,03%, 1,63% e 1,26% de
saponina na constituicdo da forrageira, correspondendo a maior toxicidade para ovinos nas
amostras com maior quantidade do principio toxico (Santos Junior, 2008). Essa observacéo foi
posteriormente demonstrada em amostras de Brachiaria brizantha que apresentaram maior
concentracdo de saponina nas plantas jovens (3,61% + 1,12%) em relacdo ao capim maduro
(1,01% £ 0,79%) (Barbosa-Ferreira et al. 2009).

No Brasil, ainda h& poucos estudos de intoxicacdo por braquidria em ruminantes com a
mensuracdo dos niveis de saponina nas pastagens. De qualquer forma, essas informacoes

retratam uma amplitude muito grande nos niveis presentes nas pastagens que sao suficientes
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para provocar intoxicacdo em ovinos. Esta espécie, considerada uma das mais suscetiveis a
intoxicacdo por braquidria, pode adoecer mesmo com baixos niveis de protodioscina na
forrageira (Mustafa et al., 2012).

1.2.4 Como ocorre a intoxicagao por Brachiaria spp.

As gramineas do género Brachiaria spp., de modo geral, apresentam lenta taxa de
passagem pelo trato gastrintestinal e baixa degradacdo da fibra (Detmann et al., 2001),
resultando consequentemente em baixo consumo voluntario e aumento do tempo de pastejo
(Silva et al., 2009). Alimentos que apresentam particulas maiores aumentam o tempo de
retencdo no rumen provavelmente os microrganismos tém maior tempo para a degradagéo da
saponina, acarretando em lesdes hepaticas.

As saponinas parecem ndo promover destruicdo das bactérias do rimen. Sua ac¢ao sobre
0 colesterol e esteroides de membrana se aplica a todas as células, exceto aos procariotas
(bactérias) que ndo possuem tais componentes de membrana. Entretanto, as saponinas
conseguem inibir o crescimento de bactérias gram positivas da flora ruminal, devido a agédo
semelhante dos ionoforos, alterando a tenséo superficial da matriz extracelular (Cheeke, 1999).
Estas sdo degradadas pela microbiota ruminal em seus derivados, as sapogeninas.

As sapogeninas séo transportadas ao longo do tubo digestivo e eliminadas nas fezes, mas
algumas sdo absorvidas no duodeno e transportadas até o figado, onde sdo conjugadas com a
bile e eliminadas (Wina et al., 2005).

Quando ha disfuncdo hepatocelular ou obstrucdo biliar, a filoeritrina (¢ um produto de
reacOes pela qual a clorofila participa, € um pigmento) se acumula na circula¢do sanguinea e se
deposita no tecido subcutaneo (McGavin e Zachary, 2013). Uma vez o pigmento depositado no
tecido, quando exposto a radiacédo ultravioleta solar de onda longa, é absorvido pela pele que
resulta na liberacdo de energia a qual produz moléculas reativas de oxigénio, inclusive radicais
livres. A geracgdo destas moléculas reativas, leva a degranulagdo de mastécitos e a producédo de
mediadores inflamatérios, causando danos as membranas celulares, acidos nucleicos, proteinas
e organelas celulares (McGavin e Zachary, 2013). Estas alteragdes causam inflamacdo, intensa
irritacdo e consequente edema que progride para necrose e gangrena de extremidades nos
estagios finais da lesdo (Radostits et al. 2007, Smith e Magdesian 2015).

Em média, apds duas semanas do inicio dos sinais clinicos, registra-se morte dos animais,
segundo estudo realizado por Albernaz et al. (2010) onde, dos 80 cordeiros avaliados, 13
adoeceram e 10 morreram. Apresentando taxas de morbidade e letalidade de 16,3% e 76,9%,

respectivamente. O que demonstra alta letalidade ap6s intoxicacao.
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1.2.5 Tipos de intoxicacao por Brachiaria spp.

Basicamente, sdo descritos dois tipos de fotossensibilizacdo, todos relacionadas a
presenca do agente fotossensibilizador na corrente sanguinea (Macedo et al., 2006; Albernaz et
al., 2010).

Tipo | ou priméria, os agentes fotodinamicos exdgenos (Schild, 2007) sdo absorvidos pela
mucosa intestinal, atravessam a barreira hepatica, caem na circulacdo sanguinea e alcangcam a
pele, onde ocorre uma inducao excessiva aos raios solares, ou seja, € caracterizada pela ingestédo
de compostos fotodindmicos pre-formados (Yager e Scott, 2003).

Tipo Il ou secundaria (hepatotoxica), nesta o processo é mais complexo, a Brachiaria
Spp. possui uma substancia toxica que provoca alteragdes no parénquima hepéatico ou nos ductos
biliares com perturbacgdes no mecanismo de eliminacéo da filoeritrina (Albernaz, 2009), ou seja,
ocorre um bloqueio fisico do fluxo da bile, que dificulta a metabolizacdo e excrecdo da
filoeritrina, substancia fotodinamica oriunda da quebra da clorofila no rimen, que se acumula
no sangue e nos tecidos (Anderson et al., 2004; Gorniak, 2008; Santos et al., 2008).

A filoeritrina € um pigmento fluorescente formado nos pré-estdmagos dos ruminantes, a
partir da clorofila (Albernaz, 2009), pela acdo das bactérias e protozoarios ruminais (Kozloski,
2009). Em pequena escala a filoeritrina é absorvida pela mucosa intestinal e em condicGes
normais, esse pigmento € eliminado do figado através da bile. Nos casos de fotossensibilizacéo
secundaria, a lesdo hepatica perturba esse mecanismo fazendo com que a filoeritrina passe a
circulacéo sistémica e se deposite na pele onde quando exposta a radiacao ultravioleta, causa
ruptura dos queratindcitos e destruicdo tecidual (Glenn, et al., 1964; Stelgelmeier, 2002;
Albernaz, 2009).

1.2.6 Sinais clinicos

Dentre os principais sinais clinicos observados na intoxicacdo de ovinos pela Brachiaria
spp, segundo Purisco e Lemos (2002), destaca-se a fotossensibilizagao, caracterizada por edema
de face e orelhas (Figura 3 e 4), lesOes eritematosas, com presencga de crostas em regides
despigmentadas da pele ou desprovidas de pelos mais expostas ao sol (Figura 5). Alem de
ictericia (Figura 6), fotofobia, apatia, diminuicdo do apetite e emagrecimento, aumento
significativo nos niveis de GGT (gama-glutamiltransferase) e AST (aspartoaminotransferase),
secre¢do ocular e nasal serosa e purulenta, hiperemia ocular, prurido, inquietacdo e preferéncia

por areas sombreadas (Figura 7)
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O edema de face e orelha, assim como o eczema facial, vem sendo descritos
caracteristicamente e exclusivamente em ovinos intoxicados pela forrageira (Sallan Abdulla et
al., 1992).

, AN
ot i

e 4 — Cordeiro intoxicado or Brachiaria spp. apresentando edema de orelha (daptado de
Albernaz et al., 2010 e Mustafa et al., 2012)

Figura 5 — Ovino intoxicado por Brachiaria spp. apresentando lesBes eritematosas, com presenca de
crostas em regides despigmentadas da pele ou desprovidas de pelos mais expostas ao sol (Google imagens)
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Figura 7 — Cordeiro intoxicado por Brachiaria brizantha dentro de um‘bueiroﬁna tentativa de se proteger
dos raios solares (adaptado, Albernaz et al., 2010)

A anélise das enzimas sericas AST e GGT é um importante parametro a ser observado
nos casos de intoxicacao pela Brachiaria spp. A AST é uma enzima encontrada no citoplasma
e na mitocondria dos hepatocitos, em lesbes hepaticas agudas ou crdnicas, 0s niveis desta
enzima tendem a se elevar na circulacdo (Tennant, 1997). A GGT esté presente ha membrana
plasmética de células do epitélio dos ductos biliares e seus niveis elevados na circulacdo séo
observados em lesGes hepaticas (Tennant, 1997).

Ovinos mantidos em pastagem de Brachiaria decumbens, com trés diferentes dias de
crescimento (P — 15; M —45; G - 90 dias), avaliados por Santos Junior (2008), demonstraram
que as elevacgdes mais precoces de AST e GGT no grupo “P — 15 dias” e “M — 45 dias” (Figura
8), coincidiram com a maior rapidez que os ovinos adoeceram e morreram. Sendo importante
ressaltar que os grupos de ovinos eram homogéneos, 0 que sugere fortes evidencias de que as
alteragOes enzimaticas dos grupos “P” e “M” foram decorrentes a maior toxicidade destas
pastagens em relagdo ao grupo “G”. No entanto, a elevacdo destas enzimas nem sempre se

refletiram em sinais clinicos da intoxicag&o.
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Gréfico 1 — Niveis médios de AST e GGT de ovinos do grupo P, M e G mantidos em pastagem de
Brachiaria decumbens com 15, 45 e 90 dias de crescimento respectivamente — Brailia, 2007 (Santos Junior,
2008)

1.2.7 Periodo de maior incidéncia e categorias sdo mais susceptiveis

O efeito toxico das plantas nao é constante e uniforme, sendo afetado por diversos fatores
como condic¢Bes de administracdo ou épocas do ano (Castro et al., 2007; Santos Janior et al.,
2008; Riet-Correa et al., 2011), e a quantidade de saponina pode variar na mesma espécie
forrageira devido a varios fatores, tais como estresse ambiental, idade da planta e sua fase de
desenvolvimento (Oleszek, 2002). No Centro-Oeste varios surtos vém sendo descritos em
ovinos no inicio do periodo chuvoso, porém os fatores envolvidos sdo pouco conhecidos (Castro
et al., 2007).

Niveis distintos de saponina entre as Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens,
foram encontrados por Brum et al. (2009), em diferentes estagios de desenvolvimento, sendo
de 0,53% e de 2,09% respectivamente. Ainda segundo os autores, 0s niveis de saponina na
Brachiaria brizantha e na Brachiaria decumbens foram maiores durante a maturacdo da planta,
sugerindo maior toxicidade nessa fase de desenvolvimento.

Alguns relatos descrevem a ocorréncia de fotossensibilizacdo em pastos de Brachiaria
spp. vedados por longos periodos. Outra situacdo observada é a ocorréncia do problema, no
final da estacdo seca, agravando-se seriamente, com 0 surgimento de varios casos apos as
primeiras chuvas, coincidindo com a brotacdo da pastagem (Purisco e Lemos, 2002).

Maiores quantidades de saponina foram verificadas por Albernaz et al. (2010) no capim
Brachiaria brizantha no periodo seco, o que esta de acordo com o observado por Souza et al.
(2006), e com o capim em fase de maturagdo, como demonstrado por Brum et al. (2009). Nessa

época 0 capim se encontrava com poucos centimetros de altura e o pastejo era intensivo,
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diferente do observado por Brum et al. (2004), que verificaram que nessas condi¢Ges o capim
€ menos toxico para ovinos.

Geralmente, a concentracao de saponina € maior nas plantas em crescimento e periodos
chuvosos, mas é importante ressaltar que surtos ocorrem durante o ano todo, provavelmente por
aumento da concentracdo de saponina nas plantas por alguma causa ainda desconhecida (Santos
Junior et al., 2008; Saturnino et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011).

Animais introduzidos pela primeira vez em pastagens de Brachiaria spp. sao mais
susceptiveis a intoxicacao, ndo se sabe se a maior resisténcia € devido a algum mecanismo de
adaptacédo ou se ao longo do tempo houve selegcdo natural de animais resistentes (Riet-Correa
et al., 2006). PropGem-se, também, que alguns ovinos sdo resilientes, ou seja, animais
intoxicados que apresentam lesGes histoldgicas e elevacdo nos niveis de AST e GGT, mas nao
apresentam sinais clinicos (Riet-Correa et al., 2011).

Foram avaliados por Santos Junior (2009), 21 ovinos, divididos em trés lotes (dias de
crescimento da forrageira, P-15; M-45 e G-90 dias) contendo 7 animais em cada tratamento, e
registrou-se 12 animais intoxicados durante o periodo experimental (5 do grupo P; 4 do grupo
M e 3 do grupo G), demonstrando a toxicidade da planta em qualquer época do crescimento
vegetativo. Mas deve-se ressaltar que os niveis de saponina estavam significativamente maiores
na pastagem P (brotacéo), coincidindo com o surgimento dos sinais clinicos mais severos, alem
da maior taxa de morbidade (71,43% dos 21 animais, foram intoxicados (12)) e de mortalidade
(44,44% dos 12 intoxicados, 9 morreram).

Assim pressupde-se que, para que haja intoxicacao por Brachiaria spp. em ovinos, ndo é
necessaria grande quantidade da toxina, pois esta espécie é considerada altamente sensivel
(Brum, 2006). A ingestdo durante a fase de brotacdo ou pastos fechados por mais de um més,
esta relacionada com maior toxicidade, acometendo animais de todas as idades (Riet-Correa et
al., 2006), porém os animais mais jovens demonstram maior sensibilidade que os adultos
(Castro et al., 2007; Santos et al., 2008; Castro et al., 2009). Ressaltando que a intoxicagdo pode
ocorrer também em animais lactentes, com menos de trinta dias de idade (Lemos et al. 1996b),
0 que sugere que as saponinas esteroidais, presentes nesta planta, sdo também excretadas em
quantidades toxicas pelo leite (Lemos et al. 1998).

Até 0 momento, os mecanismos envolvidos nesta maior suscetibilidade de animais jovens
sdo desconhecidos, porém, o fato de ocorrerem menos casos de intoxicagdo em ovinos adultos,
sugere a existéncia de alguma forma de adaptacdo ou resisténcia adquirida dos animais a

toxicidade das pastagens (Mustafa et al., 2012).
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1.2.8 Tratamento e prevengao

Uma investigacédo sobre a intoxicacgao natural por Brachiaria spp. em ovinos foi realizada
no Brasil Central por Mustafa et al. (2012) os quais relataram que os resultados observados e
comparados aos surtos descritos no Brasil, demonstram que a intoxicacao por Brachiaria spp.
em ovinos, na maioria das vezes, é caracterizada por elevada mortalidade, morbidade e
letalidade, expondo de forma inequivoca, 0s prejuizos que a graminea pode provocar nos
planteis de todo pais. O tratamento ndo é eficaz em casos graves, podendo-se utilizar corticoides
(dexametasona) e soro glicosado com resultados variaveis (Borges et al. 2009).

A suplementacdo pode ser usada como alternativa para acelerar o desempenho dos
animais (Silva et al., 2009) e diminuir os efeitos da fotossensibilizag&o. Quando os animais tém
a disposicdo forragem a vontade e recebem concentrado, dois efeitos, denominado aditivo e
substitutivo (Goes et al., 2004) poderdo ocorrer. O efeito aditivo pode ser avaliado pelo
consumo total de matéria seca (pasto + suplemento) e do ganho de peso dos animais e 0
substitutivo pela redugédo no consumo de forragem, com aumento ou mesmo redugdo em
desempenho (Silva et al., 2009). A inclusdo de alimento concentrado na dieta altera o pH
ruminal, consequentemente os produtos finais da fermentacdo e a taxa de crescimento dos
microrganismos ruminais, devido a rapida taxa de fermentacdo ocasionada pela dieta (Homem
Junior et al., 2010). Portanto, a suplementacdo concentrada reduz o tempo médio de retencao
total de alimento no rimen (Detmann et al., 2001) e dessa forma a degradacdo da saponina
decresce em funcdo da mudanca da microbiota ruminal e da rapida taxa de passagem no ramen.

Outra alternativa seria a utilizacdo de programas de selecao para a obtencéo de variedades
de forrageiras ndo toxicas (ou menos toxicas) para se obter exemplares com baixo contetido de
saponinas litogénicas, ou entdo a substituicdo por espécies ndo toxicos ou menos toxicos de
Brachiaria spp. com similar produtividade (Riet-Correa e Medeiros, 2001).

Entretanto em uma forma pratica, aos primeiros sintomas, deve-se retirar os animais do
pastejo direto e da exposi¢éo solar, colocando-os em local protegido do sol, com disposicao de
agua para consumo a vontade e uma alimentacdo alternativa a Brachiaria spp. Nas lesdes
cutaneas pode ser aplicado pastas (pomadas) a base de 6xido de zinco e nos casos mais graves
¢ importante evitar a ocorréncia de infec¢des secundarias e miiases.

Uma avaliagdo com 26 ovinos, divididos em trés grupos (GS — exposigéo solar; GSB —
Protegidos do sol; GC — Grupo controle) foi realizada por Saturnino et al. (2013) e observou-
se que a ndo exposicao ao sol ndo evita a presenca de sinais clinicos da intoxicacdo, mas que a

exposicdo solar exacerba os sinais clinicos, ou seja, o efeito toxico da graminea acontece
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independente do animal estar exposto ou ndo ao sol, portanto, ndo necessariamente associado
ao fendmeno de fotossensibilizag&o.

Outro aspecto importante a ser considerado no controle das intoxicacdes por plantas na
Ameérica do Sul é o desenvolvimento de bons sistemas de informacao sobre a ocorréncia das
enfermidades, incluindo as intoxicagfes por plantas, nos animais domesticos. Devemos
procurar, também, obter informacdes sobre a fenologia das plantas toxicas mais importantes. O
conhecimento do ciclo biologico das plantas e as variaveis que o determinam é fundamental
para utilizar praticas adequadas de manejo que possam prevenir as intoxicacdes (Riet-Correa e

Medeiros, 2001) ou para a aplicagdo de algumas técnicas mencionadas anteriormente.

1.3 Brachiaria spp.

O género Brachiaria foi descrito primeiramente por Trinius (1834) como uma categoria
de Panicum, anos depois elevado a género por Grisebach (1853). Em sequéncia a proposta de
Webster (1987) e Filgueiras (1995) transfere algumas espécies forrageiras de Brachiaria ao
género Urochloa spp.

As pastagens cultivadas ocupam uma area estimada em cerca de 120 milh&es de hectares
e mais de 85% dessas areas sdo ocupadas com capins do género Brachiaria (Macedo, 2006).
Apresentam cerca de 90 espécies com distribuicdo predominantemente tropical, tendo como
centro de origem primario a Africa Equatorial (Ghisi, 1991). No Brasil, como forrageira é
conhecida desde a década de 1950 (Alcantara, 1986).

Por ser uma planta pouco exigente as condi¢fes edafoclimaticas, a Brachiaria se
configura como base alimentar essencial nas criagdes de ruminantes. No Brasil destacam-se 15
espécies deste género, sendo sete de recente introdugdo: B. brizantha, B. decumbens, B.
dictyoneura, B. humidicola, B. arrecta, B. ruziziensis e B. vittata (Soares Filho, 1994).

A B. decumbens ocupa mais de 50% do total das braquiarias cultivadas. E uma espécie
de larga adaptacéo, desenvolvendo-se bem em solos de baixa fertilidade, como os do cerrado.
Entre os fatores que facilitam sua adaptacdo pode-se citar: o intenso e profundo sistema
radicular e a alta capacidade de rebrotar apos fogo, geada e ataque de cigarrinhas-das-pastagens.
Outra importante caracteristica é a grande producdo de sementes viaveis, em duas ou trés
floragdes por ano (Macedo, 1995). Esta mostra producéo de 20 toneladas de matéria seca/ha/ano
(Nunes et al.,1984)

Contudo, apesar do potencial dessa forrageira, os sistemas mais utilizados para pastejo,
continuam sendo aqueles extensivos, em regime extrativista, sem a devida aten¢do ao manejo

da pastagem e correcdo/manutencéo da fertilidade do solo (Costa et al., 2006)
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1.3.1 Oferta de forragem

A criacdo de animais em pasto é usualmente a forma menos onerosa e mais eficiente de
implantacdo e manutencdo da atividade pecuéaria, sem o preparo mais cuidadoso da area, ou 0
uso mais intensivo de insumos, tecnologia e méo de obra (Dias Filho, 2011). Ou seja, é possivel
produzir, embora com baixa eficiéncia, de forma predominantemente extensiva.

Em sistema extensivo, o consumo é influenciado pela estrutura do pasto e pela oferta de
forragem (Rodrigues et al., 2008), logo, o conhecimento de como a intensidade e frequéncia de
desfolha interferem nas caracteristicas morfogénicas e estruturais é fundamental para a reducéo
dos efeitos negativos do alongamento do colmo (Casagrande et al., 2010).

Segundo Lemaire e Chapman, (1996) sdo trés as principais caracteristicas morfogénicas:
taxa de aparecimento de folhas (TApF), taxa de alongamento de folhas (TAIF) e duracéo de
vida de folhas (DVF). Assim como as caracteristicas estruturais sao medidas por: comprimento
final da folha (determinado pela divisdo do alongamento foliar total do perfilho pelo seu nimero
de folhas), densidade de perfilhos (estimado através de armagBes metélicas de 50x50 cm)
alocadas em quatro pontos ao acaso em cada parcela, sendo computados todos os perfilhos
vivos, em cada periodo de avaliacdo), numero de folhas vivas por perfilho (obtido pela
contagem de folhas verdes ndo senescentes do perfilho), e o produto dessas trés caracteristicas
determina o indice de area foliar (IAF) que por sua vez, condicionado pelo manejo, influencia
o numero de perfilhos e o0 alongamento foliar (Lemaire e Chapman, 1996).

Chacon et al. (1978) reportaram que o 6timo desempenho animal tem sido obtido
quando a disponibilidade de folhas permite elevado grau de seletividade no pastejo. Somado a
isso, sabe-se que animais utilizam sua habilidade seletiva para aumentar a qualidade de sua
dieta, e essas escolhas podem ser diretamente influenciadas por caracteristicas relacionadas a
acessibilidade da forragem (Carvalho et al., 1999). Portanto a oferta e qualidade da pastagem
disponivel, sdo fundamentais para o bom desempenho em sistemas de producdo a pasto
(Barbosa et al., 2010).

E através da oferta de forragem que resposta como o desempenho animal
(producédo/animal/dia) € obtido, uma vez que esta descreve a quantidade de alimento disponivel.
O conceito de oferta de forragem (kg de forragem/animal/dia) fez avancar o conhecimento
sobre 0 manejo das pastagens, pois associa a lotacdo animal a uma quantidade de forragem
disponivel na pastagem, melhorando a reprodutibilidade dos resultados (Carvalho et al., 2007).

A taxa de lotacdo (animais/area) € a relacdo entre o nimero de unidade animal (UA -
450 kg de peso corporal) e a area por eles ocupada durante determinado periodo de tempo e a

finalidade deste indice é auxiliar nas definicbes do manejo e no estabelecimento da demanda
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por alimento, visando o bom aproveitamento das pastagens pelos animais e segundo Paladines
e Lascano (1982):

Taxa de lotagdo =, Massa seca de forragem x area do pasto x 100
Dias de ocupacdo x oferta de forragem

Muito embora a oferta de forragem descreva a quantidade de alimento que é
disponibilizada ao animal, ela néo traz informacéao alguma sobre a forma com que esta forragem
é apresentada ao mesmo (Carvalho et al., 2007). Essa forma de distribuicdo espacial da parte
aérea das plantas, denominada estrutura do pasto, afeta consideravelmente o consumo e a
selecdo de dietas em pastejo (Carvalho et al., 2001).

Portanto, a estrutura do pasto ndo deve ser tomada simplesmente por uma descri¢do das
caracteristicas de um pasto, mas sim ser considerada como um atributo de manejo. Em
decorréncia disto, a compreensdo atual do uso do conceito de oferta de forragem no manejo de
pastagens € a de que ela ndo seja somente uma ac¢do de manejo per se, mas sim uma ferramenta

condicionante da estrutura do pasto a que se objetiva (Carvalho et al., 2007).

1.3.2 Oferta de folha

Ao estabelecer o conceito de oferta de forragem, Hodgson (1975) determinou que o
consumo era maximizado quando a oferta correspondia de 3 a 4 vezes a capacidade de ingestao.
No entanto somente 25 a 33% da forragem era consumida, ou seja, 67 a 75% era perdido na
forma de senescéncia e material morto, resultando em uma baixa eficiéncia de utilizagcdo. Com
isso, Mott (1983) sugeriu praticas de manejo em que fosse oferecido ao animal, quantidade
méaxima de tecido vivo, especificamente folhas, com o objetivo de maximizar o consumo e
consequentemente o desempenho dos animais e assim, surgiu o conceito de oferta de matéria
seca verde e, logo em seguida, oferta de folhas.

A oferta de folha é dada através da quantidade de matéria seca (MS) existente em
determinada area para cada 100 kg de peso corporal animal (PC) por dia, deste modo, indicada
como valor percentual. Por exemplo uma oferta de forragem igual a 6%, significa 6 kg de MS
por 100 kg de peso corporal ou 60 g de MS por kg de peso corporal.

Porém sabe-se que ovinos possuem a habilidade de selecionar a dieta a partir da
forragem disponivel, sendo que a prioridade é para as folhas mais novas, as quais possuem
maior valor nutritivo, seguida das folhas dos estratos inferiores e do colmo (Stobbs, 1978).

Logo compreende-se que o0 pastejo seletivo permite ao ruminante compensar 0 baixo valor
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nutritivo da forragem disponivel, por possibilitar o pastejo das partes mais nutritivas da planta.
Portanto nesta cultura, faz-se mais interessante o uso de um calculo mais estratégico, a fim de
atender com mais eficiéncia as condi¢cbes comportamentais desses animais.

A oferta de folha é dada através do mesmo raciocinio expresso em oferta de forragem,
porém o célculo aqui se faz em base de matéria seca de folha. O célculo da taxa de lotacéo
baseado na oferta de folha aumenta a eficiéncia de utilizagdo da forragem produzida e segundo
Machado et al. (2007) para que o consumo seja maximizado, a oferta deve ser de trés a quatro

vezes a capacidade de ingestdo dos animais.

CONSIDERACOES FINAIS

Dadas essas informac0es, relata-se que a criagdo de ovinos em sistema extensivo de
Brachiaria spp. requer atencdo, no entanto, possivel de ser realizado e dentro dessas
peculiaridades foram redigidos trés artigos, 0s quais apontaram problemas e conseguiram
conclusdes relevantes tanto para 0 meio académico como para aplicacéo pratica, em producgao

de ovinos mantidos em sistemas de pastejo em Brachiaria spp.
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ARTIGO 1
Validacao da adaptacdo da metodologia de determinacéo de dioxido de titdnio em
amostras fecais para estimativas de producao fecal?
Validation methodology for determining adaptation of titanium dioxide in fecal samples for
stool production estimates

RESUMO

Objetivou-se propor uma adaptacéo da técnica para melhoria do método INCT-CA M-007/1
em avaliacbes do didxido de titdnio em amostras fecais de aves, bovinos e ovinos. O
experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo Aplicada da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e
no Laboratdrio de Biotecnologia Aplicada a Nutricdo Animal da Universidade Catolica Dom
Bosco (UCDB) situados em Campo Grande - MS. A metodologia atual consiste em utilizar 0,5
g de amostra fecal, 5 g de mistura catalitica, 10 ml de acido sulfarico e 10 ml de perédxido de
hidrogénio (adicionados lentamente, 1 ml a cada 3 minuto). No entanto problemas no processo
de digestdo das amostras em bloco digestor a 400°C levam a perda amostral e possiveis
acidentes, o que culmina em erros de leitura e necessidade de repeticdo de todo processo. A
adaptacédo proposta consiste em reduzir a quantidade de amostra fecal para 0,2 g e de reagentes
para 3 g de mistura catalitica, 5 ml &cido sulfurico e de 5 a 7,5 ml de peroxido de hidrogénio
(adicionar o peroxido até completa viragem e fixacdo da cor amarela. Nem sempre sera
necessario a utilizagdo dos 7,5 ml), adicionando 2,5 ml a cada 2 minutos. Foram avaliadas
amostras fecais de aves, bovinos e ovinos e a metodologia proposta demonstrou eficiéncia de
100% de leitura das amostras em todas as espécies avaliadas, contra 60,91% de ineficiéncia na
metodologia INCT-CA M-007/1. Paralelo a esta, para validagéo total da metodologia proposta,
foi realizado uma comparacdo com a coleta total de fezes a qual se demonstrou semelhante
(P>0,05) e um viés médio (acurécia) de -33,04 para aves, -87,75 para bovinos e 50,22 para
ovinos. A metodologia adaptada se mostrou capaz de estimar a producéo de matéria seca fecal
em amostras de aves, bovinos e ovinos. A eficiéncia da metodologia adaptada se confirma ao
poupar tempo, quantidade de amostra e reagente, pois exclui a necessidade de repeticdo dos
procedimentos, tornando a andlise mais viavel e econdmica, assim como elimina a
probabilidade de acidentes causados no momento de digestdo das amostras.

Palavras-chave: consumo; digestibilidade; excretas; indicador externo; ovinos; ruminantes
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SUMMARY

The objective of this study was to propose an adaptation of the technique to improve the INCT-
CA M-007/1 method in titanium dioxide evaluations in poultry, cattle and sheep fecal samples.
The experiment was carried out at the Applied Nutrition Laboratory of the Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Science (FAMEZ) of the Federal University of Mato Grosso do Sul
(UFMS) and at the Animal Nutrition Applied Biotechnology Laboratory of the Dom Bosco
Catholic University (UCDB) Large - MS. The current methodology consists of using 0.5 g of
fecal sample, 5 g of catalytic mixture, 10 ml of sulfuric acid and 10 ml of hydrogen peroxide
(added slowly, 1 ml every 3 minutes). However, problems in the digestion process of the
samples in a block at 400°C lead to sample loss and possible accidents, which culminates in
errors of reading and need to repeat the whole process. The proposed adaptation consists in
reducing the amount of fecal sample to 0.2 g of reagents for 3 g of catalytic mixture, 5 ml of
sulfuric acid and 5 to 7.5 ml of hydrogen peroxide (add the peroxide until complete turning and
fixation The use of 7.5 ml is not always necessary, adding 2.5 ml every 2 minutes. Fecal samples
from poultry, cattle and sheep were evaluated and the proposed methodology demonstrated
100% efficiency of reading of the samples in all species evaluated, against 60.91% of
inefficiency in the methodology INCT-CA M-007/1. Parallel to this, for a total validation of
the proposed methodology, a comparison was made with the total feces collection, which was
similar (P> 0.05) and a mean bias (accuracy) of -33.04 for birds, -87 , 75 for cattle and 50.22
for sheep. The adapted methodology was able to estimate fecal dry matter production in poultry,
cattle and sheep samples. The efficiency of the adapted methodology is confirmed by saving
time, quantity of sample and reagent, since it excludes the necessity of repetition of the
procedures, making the analysis more feasible and economical, as well as eliminating the
probability of accidents caused at the moment of digestion of the samples.

Keywords: consumption; digestibility; excreta; external indicator; sheep; ruminants
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INTRODUCAO

O oxido cromico (Cr203) ou sesquioxido de cromo, entre os indicadores externos € o
mais utilizado, apresentando as vantagens de ser barato e facilmente incorporado a dieta.
Contudo, vérios problemas tém sido correlacionados ao seu uso, como a incompleta mistura
com a digesta ruminal, passagem mais rapida pelo rimen que o material fibroso e possibilidade
de acumulo em alguma parte do trato digestivo (Machado et al., 2011). Apresenta também
propriedade carcinogénica (Figueiredo, 2011).

O dioxido de titanio (TiO2) vem sendo utilizado como alternativa ao 6xido crémico e
pode ser legalmente adicionado ao alimento em quantidades que ndo excedam 1,0% do produto
final (Ferreira et al., 2009b). Apresenta vantagem quanto ao seu custo e utilizacdo, sendo
aprovado como aditivo dietético pelo Food and Drug Administration (FDA - USA), 0 que nédo
é cabivel ao oxido crémico (Lopes, 2007); além de evitar preocupagdes referentes a possiveis
propriedades cancerigenas (Myers et al., 2004).

As pesquisas acerca de TiO2 sdo mais recentes que para o Cr.Oz. Portanto, é destacavel
a importancia dos estudos sobre sua utilizacdo, principalmente as vantagens em relacdo ao
Cr203, 0 qual ainda é o indicador tradicionalmente mais utilizado em ensaios de digestibilidade
de ruminantes no Brasil (Valentini, 2012).

A utilizacdo de TiO2 como indicador para se estimar com veracidade a produgéo de
matéria seca fecal (PMSF) e o consumo de matéria seca (CMS) em varias espécies é
recomendada por diferentes autores (Ferreira et al., 2009a; Pina et al., 2011; Costa, 2015).

Apos algum tempo utilizando o método INCT-CA M-007/1, notou-se dificuldades, as
guais tornam a estimativa trabalhosa e dificil em determinadas etapas, devido a necessidade de
repeticdo dos procedimentos. Durante processo de digestdo, as amostras ao atingirem
temperatura proxima a 250-300°C (temperatura final de digestdo 400°C) iniciam processo de
ebulicdo e por vezes sdo expelidas dos tubos. O que possibilita a perdas amostrais podendo
ainda causar graves acidentes ao pesquisador que estiver manipulando os tubos.

Com isso, objetivou-se propor uma adaptacdo da técnica para melhoria da metodologia
descrita por Barros et al. (2012) método INCT-CA M-007/1 em avalia¢Ges do dioxido de titanio

(Ti02) em amostras fecais de aves, bovinos e ovinos.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo Aplicada da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS) e no Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Nutricdo Animal da Universidade
Catolica Dom Bosco (UCDB) situados em Campo Grande - MS.

Metodologia proposta por Barros et al. (2012) (INCT-CA M-007/1) adaptagdo para
micro kjeldahl: Para determinacdo do didxido de titanio em procedimento alternativo, uma
amostra de 0,5 g de fezes, 10 ml de acido sulfurico e 5 g de mistura digestora (ou catalitica) foi
digerida, a temperatura de 400°C (elevada cuidadosamente 50°C a cada 30 minutos), em tubos
de micro de borossilicato. Apos a digestdo, 10 mL de H202 (Perdxido de Hidrogénio 30%)
foram adicionados lentamente (1 ml a cada 3 minutos), o material do tubo foi filtrado e
transferido para baldes de 100 ml e o volume completado com &gua destilada. Uma curva
padrdo foi preparada contendo 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg de diéxido de titanio para as posteriores
leituras em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 410 nm.

Adaptacdo da técnica proposta: Para determinacao do didxido de titanio, foi utilizado
uma amostra de 0,2 g de fezes, 5 ml de acido sulfarico e 3 g de mistura digestora (ou catalitica)
digerida a temperatura de 400°C (sem necessidade de maiores cuidados, colocar o material para
digestdo e esperar a viragem das amostras normalmente, para a cor verde, semelhante a cor de
viragem da proteina bruta), em tubos de micro de borossilicato (100 ml @25 x 250 mm). Apés
a digestdo, (aguardar alguns instantes o material esfriar, em capela) foram adicionados de 5 a
7,5 mL de H>O (Peroxido de Hidrogénio 30%) com auxilio de uma pipeta pasteur ao material
do tubo, 2,5 ml com intervalo de 2 minutos (adicionar o peroxido até completa viragem e
fixacdo da cor amarela. Dito isso atencdo, pois em sempre sera necessario a utilizagdo dos 7,5
ml), em sequéncia o material foi filtrado, transferido para baldes de 100 ml e o volume
completado com &gua destilada. Uma curva padréo foi preparada contendo 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg
de dioxido de titdnio para as posteriores leituras em espectrofotdbmetro com comprimento de
onda de 410 nm.

Amostras de excretas de aves

As excretas de aves foram provenientes do projeto intitulado como: Energia
metabolizavel de alimentos alternativos em frangos de corte de crescimento lento (Dados ainda
néo publicados).

Aves em fase inicial (19 a 26 dias de idade) foram avaliadas, 7 gaiolas contendo 10

animais cada com peso médio inicial de 41 + 5 g, recebendo uma dieta com 20,98% de PB e
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2850 kcal/kg de energia metabolizavel, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado.
Com relagéo ao indicador externo os animais passaram por trés dias de adaptagéo e cinco dias

de coleta, recebendo na racéo total 1,01% de dioxido de titanio.

Amostras fecais de bovinos

As amostras fecais foram provenientes do experimento realizado por Moraes (2017)
onde foram avaliados 4 novilhos castrados, cruzados, canulados no ramen, com peso médio
inicial de 336 + 47 kg, distribuidos em quadrado latino 4x4, avaliando quatro dietas contendo
50, 60 70 e 80 g de uréia extrusada. Com relacéo ao indicador externo os animais passaram por
8 dias de adaptacdo e 2 dias de coleta totalizando nove dias recebendo 10 g/animal/dia de

didxido de titanio, infundidos diretamente no rimen.

Amostras fecais de ovinos

Para o calculo de porcentagem de erro de leitura das amostras, o material utilizado foi
proveniente de 12 cordeiros, ndo castrados, sem padrdo racial definido (SPRD), apresentando
peso medio inicial de 17,52 + 3,48 kg, mantidos em 12 piquetes subdivididos em 4 niveis de
oferta de matéria seca de folha verde (MSFV), 6% (60 g/kg PV em MSFV), 7,5% (75 g/kg PV
em MSFV), 9% (90 g/kg PV em MSFV) e 10,5% (105 g/kg PV em MSFV). Os animais foram
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4 (2 periodos de
coleta -3 x 5 dias) e 4 niveis de oferta de folha (6, 7,5, 9, 10,5%), e como 0s animais ndo eram
canulados receberam 4 g de didxido de titdnio/animal/ dia, via oral atraves de pellets de papel
kraft por 12 dias sendo eles 7 para adaptacdo e 5 para coleta.

Para a comparagéo entre da metodologia proposta e a coleta total de fezes, as amostras
fecais foram provenientes do experimento realizado por Costa (2015) utilizando seis ovinos
com peso médio inicial de 48,62 + 2,73 kg, mantidos em baias individuais de 3 m?, com piso
ripado, provido de comedouro e bebedouro. Recebendo Brachiaria spp. in natura colhida
diariamente e fornecida em duas porcGes diérias e sal mineral a vontade. A composi¢do
bromatologica média da forrageira era de 236,95 g/kg MS; 69,06 g/kg PB; 717,56 g/kg FDN e
415,58 g/kg FDA. Os animais receberam via intraruminal 4g de didxido de titanio /animal/ dia

por 12 dias sendo eles 7 para adaptacdo e 5 para coleta.
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Acurdcia, precisdo e robustez das estimativas
Os indicadores para a estimativa da producdo de matéria seca fecal (PMSF) foram
avaliados quanto a acurécia, precisao e robustez seguindo descri¢éo realizada por Kohn et al.

(1998). A acuréacia foi avaliada pelo viés médio:

Viés médio = _ > '(predito — observado)
n° observacoes

A precisdo avaliada pela Raiz Quadrada Média do Erro de Predicdo (RQMEP):

RQMEP = \/ Y (predito — observado)?
n° observagoes

A robustez avaliada pelo erro residual que também é referido como erro de predicao,

excluindo-se o viés médio:
Erro residual = \/[ RQMEP? — (viés médio)? ]

Os dados foram avaliados por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%, utilizando o Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas - SAEG (UFV,
1997).

RESULTADOS

Das 174 amostras avaliadas 106 ndo demonstraram possibilidade de leitura quando
avaliadas pela metodologia INCT-CA M-007/1, o que representa 60,91% de ineficiéncia. No
entanto quando foi utilizado a metodologia adaptada na avaliacdo das mesmas amostras fecais,
esta possibilitou leitura em todas as amostras, 0 que representa eficiéncia de 100% na rotina

para determinacao do dioxido de titanio

Tabela 1 — Porcentagem (%) de erro na leitura de amostras fecais de aves, bovinos e ovinos

. Teste
am(ggta:gggsgﬁ:c?asl Metodologia Metodologia
INCT-CA M-007/1 Adaptada

Aves” 14 11 0
Bovinos” 40 22 0
Ovinos” 120 73 0
Total” 174 106 0
Erro (%) - 60,91 0

Y valor em duplicata

* Unidade
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A Figura 1 ilustra a comparacgéo entre as metodologias avaliadas, onde os baldes com
as amostras realizadas pela adaptagdo da técnica proposta “A” valida o método proposto,
demonstrando 100% de aproveitamento entre os padrdes (parte superior da foto) e amostras
(parte inferior da foto) e em “B” confirma o baixo aproveitamento da metodologia INCT-CA

M-007/1 entre os padrdes (parte superior da foto) e amostras (parte inferior da foto).

Figura 1 — Comparacdo entre as metodologias, (A) método proposto demonstrando 100% de aproveitamento (B)
método INCT-CA M-007/1

Figura 2 — Risco de acidente no momento em que amostra é expelida do tubo

A Figura 2 atesta o risco de acidentes causado pela metodologia INCT-CA M-007/1.
No processo de digestdo das amostras (fezes + acido sulfarico + mistura catalitica), estas em
bloco digestor onde a temperatura final chega a 400°C, quando atingem ponto de ebulicdo
(proximo a 250-300°C) sdo expelidas do tubo podendo lesionar/ferir 0 pesquisador que as
estiver manipulando, além das perdas amostrais e reagentes laboratoriais.

Com relacéo a validacdo da metodologia proposta em comparacéo a coleta total de fezes
(Tabela 2), ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) entre as metodologias, aves (P=0,8232),
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bovinos (P=0,7857) e ovinos (P=0,2225). Quando avaliado o viés medio, este demonstrou
relagdo de proximidade entre o resultado alcancado e o real com valores de -33,04 para aves,

-87,75 para bovinos e 50,22 para ovinos.

Tabela 2 - Acuracia, precisdo e robustez das estimativas de producdo de matéria seca fecal
(PMSF, g/dia) comparando a metodologia adaptada a coleta total de fezes.
Comparacdo das metodologias

Coleta total Metodologia Adaptada EPM P
Aves 645,57 639,78 16,998 0,8232
Viés médio 0 -33,04 - -
Erro residual 0 267,71 - -
RQMEP 0 269,74 - -
Bovinos 2501,64 2445,15 104,70 0,7857
Viés médio 0 -87,75 - -
Erro residual 0 1692,79 - -
RQMEP 0 1719,59 - -
Ovinos 367,50 408,00 57,20 0,2225
Viés médio 0 50,22 - -
Erro residual 0 134,32 - -
RQMEP 0 150,37 - -

* Médias seguidas por letra mintscula distinta na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)
PMSF = producdo de matéria seca fecal; RQMEP = Raiz quadrada do erro médio de predicéo

DISCUSSAO

O método INCT-CA M-007/1 apresentou excessiva quantidade de erro de leitura nas
amostras (60,91%) para a determinacdo do didxido de titanio (Tabela 1), A metodologia
proposta além de apresentar 100% de eficiéncia demonstra mais agilidade, facilidade de
manipulacdo do material analisado e economia, uma vez que ndo desperdica e utiliza menor
guantidade de reagente e tempo, segundo Berchielli et al. (2011) estabelecer metodologias
apropriadas para obtencédo de respostas € essencial para que 0 sucesso na pesquisa seja atingido.

Destaca-se que essa baixa eficiéncia da metodologia INCT-CA M-007/1 em obter
amostras viaveis para leitura, provavelmente ocorre devido a perda amostral durante processo
de digestdo (amostra expelida do tubo) e/ou incompleta viragem apds adicdo do perdxido de
hidrogénio. Fato este pode ser observado na Figura 1, amostras passiveis de leitura devem
apresentar cor amarelo/alaranjado. Ao avaliar o padréo zero (Figura 1 lado “A” parte superior)
nota-se que este possui cor azul/esverdeado, ou seja, a concentracdo de didxido de titanio
naquela amostra é igual a zero. A Figura 1 lado “B” parte inferior, apresenta amostras de
coloracdo azul/esverdeada o que representa amostra ndo passivel de leitura.

Em processo de digestdo em bloco, as amostras devem ser submetidas a aquecimento

progressivo até temperatura de 400°C, no entanto ao atingirem temperatura proxima a 250-
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300°C estas entram em processo de ebuli¢do e sdo expelidas do tubo, o0 que pode ser a causa do
erro da metodologia INCT-CA M-007/1 além do fato de que neste momento o pesquisador que
estiver manipulando os tubos pode vir a sofrer sérios ferimentos (Figura 2).

A metodologia INCT-CA M-007/1 descreve que apos digestdo das amostras, deve—se
adicionar 10 ml de peroxido de hidrogénio (adi¢do gradativa, 1 ml a cada 3 minutos), no entanto
a fim de buscar solugdo para essas amostras que ndo atingiram ponto de viragem (cor
amarelo/alaranjado), foi adicionado mais 2,5 ml do peréxido de hidrogénio e com isso as
amostras completaram processo de viragem e por fim possibilitaram leitura.

Com relacéo a validacdo da metodologia proposta em comparacéo a coleta total de fezes
(Tabela 2), esta ndo diferiu estatisticamente (P>0,05) em todas as espécies avaliadas (bovinos,
ovinos e aves), além de apresentar uma relacdo de proximidade (viés médio) entre o resultado
alcancado e o real, com valores de -33,04 para aves, -87,75 para bovinos e 50,22 para ovinos.
Carvalho et al. (2007) relataram que mesmo que 0s procedimentos experimentais e analiticos
tenham evoluido ao longo do tempo, as estimativas do consumo em pastejo ainda continuam
sendo deficientes em acurécia e confiabilidade, com isso segundo Kohn et al. (1998), toda vez
que o viés medio for alto, ocorre falta de acurécia e consequentemente uma superestimava da
falta de precisdo, além disso, a precisdo é mais bem avaliada quando a raiz quadrada média do
erro de predicdo é corrigida para falta de acurécia, gerando assim o erro residual que pode ser
considerado erro de predigdo. Desta forma, quanto menor o viés médio, melhor seré a estimativa

da media e sua acuracia (Rodrigues et al., 2010).

CONCLUSOES

A metodologia adaptada se mostrou capaz de estimar a producdo de matéria seca fecal
em amostras de aves, bovinos e ovinos.

A eficiéncia da metodologia adaptada proposta se confirma ao poupar tempo,
quantidade de amostra e reagente, pois exclui a necessidade de repeticdo dos procedimentos,
tornando a analise mais viavel e econémica, assim como elimina a probabilidade de acidentes

causados no momento de digestdo das amostras.
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ARTIGO 2

Consumo de forragem por cordeiros em pastejo submetidos a quatro diferentes ofertas
de folhat
Estimates forage consumption by lambs kept on four different leaf offerings

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes ofertas de folha sobre o consumo estimado por
indicadores em dois periodos de coleta (3 e 5 dias) por cordeiros manejados em pastagens de
Brachiaria spp. O experimento foi conduzido entre o periodo de setembro a novembro no Setor
de Ovinocultura da Fazenda Escola da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e foram
utilizados 12 cordeiros avaliadores e 33 reguladores, ndo castrados, sem padrdo racial definido
(SPRD), com peso corporal (PC) inicial de 17,52 + 3,48 kg, mantidos em 12 piquetes
subdivididos em 4 niveis de oferta de matéria seca de folha verde 60, 75, 90 e 105 g/kg de PC
como isso cada piquete possuia apenas um animal avaliador, ou seja, cada oferta possuia trés
repeticdes. Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x4, dois periodos de coleta, 3 e 5 dias e 4 niveis de oferta de folha (resultando
em 4 niveis de oferta de folha com 3 repeticdes). Ndo houve interacdo significativa entre
periodo de coleta e oferta de folha (P>0,05), assim como nédo houve efeito (P>0,05) do periodo
de coleta para a composicdo da forrageira, colhida pelo método de simulacéo de pastejo. Ndo
houve efeito significativo (P>0,05) em funcéo das ofertas de folha para producéo de &cidos
graxos volateis, demonstrando que a degradacdo da forrageira ocorreu de forma semelhante
independente da oferta. Ndo houve interacdo significativa entre dia de coleta e oferta de folha
para consumo de matéria seca (CMS) estimado através de indicadores internos e externos o
qual ndo foi influenciado pelo periodo de coleta e pelos niveis de oferta de folha. Com relacdo
ao estimador de consumo, houve diferenca estatistica (P<0,05) entre os indicadores avaliados.
Dioxido de titanio (TiO.) e a lignina em detergente acido indigestivel (LDAI) com acurécia
(viés médio) de -21,08 e 6,79 respectivamente, se mostraram aptos e iguais ao 6xido crémico,
utilizado como referéncia. Os indicadores TiO. e LDAI, sdo capazes de estimar o CMS em
cordeiros mantidos em pastagem. Pode-se utilizar a coleta de simulacdo de pastejo e fezes por
apenas 3 dias.

Palavras-chave: Brachiaria; indicador externo; indicador interno; producdo fecal; simulacéo
de pastejo
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the effect of different leaf offerings on the
consumption estimated by indicators in two collection periods (3 and 5 days) by lambs managed
in Brachiaria spp. The experiment was conducted between September and November in the
Sheep Sector of the School Farm of the Federal University of Mato Grosso do Sul and 12 lambs
were evaluated and 33 regulators, uncastrated, without breed, with initial body weight (CP) of
17.52 + 3.48 kg, kept in 12 pickets subdivided into 4 dry matter supply levels of green leaf 60,
75, 90 and 105 g / kg of PC as this each picket had only one animal evaluator, that is , each
offer had three replicates. The animals were distributed in a completely randomized design in
a 2x4 factorial scheme, two collection periods, 3 and 5 days and 4 levels of leaf supply (resulting
in 4 leaf supply levels with 3 replications). There was no significant interaction between the
collection period and the leaf supply (P> 0.05), as well as no effect (P> 0.05) of the collection
period for the forage composition, collected by the grazing simulation method. There was no
significant effect (P> 0.05) due to the leaf offerings for the production of volatile fatty acids,
demonstrating that the degradation of the forage occurred in a similar way, independent of the
supply. There was no significant interaction between day of collection and supply of leaf for
dry matter consumption (CMS) estimated through internal and external indicators, which was
not influenced by the collection period and leaf supply levels. Regarding the consumption
estimator, there was a statistical difference (P <0.05) between the indicators evaluated.
Titanium dioxide (TiO2) and indigestible acid detergent lignin (LDAI) with accuracy (mean
bias) of -21.08 and 6.79, respectively, were shown to be apt and equal to the chromic oxide
used as reference. The TiO2 and LDAI indicators are able to estimate CMS in lambs kept on
pasture. Grazing and feces simulation can be used for only 3 days.

Keywords: brachiaria; external marker; fecal production; internal marker; grazing simulation
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INTRODUCAO

Sistemas modernos de criagdo de ovinos tém adotado praticas de manejo e alimentagao
adequados o que possibilita melhor desempenho dos animais e por consequéncia, maior retorno
econémico (Cardoso et al., 2006a). Dentro deste cenario, sabe-se que ovinos possuem
habilidade de selecionar a dieta a partir da forragem disponivel, priorizando as folhas novas, as
quais possuem maior valor nutritivo, seguida das folhas dos estratos inferiores e do colmo
(Stobbs, 1978).

Portanto, compreende-se que o pastejo seletivo permite aos ovinos compensar o baixo
valor nutritivo da forragem disponivel, possibilitando o pastejo das partes mais nutritivas da
planta tornando-se interessante, 0 uso da oferta de folha como um célculo estratégico, a fim de
atender com maior eficiéncia suas exigéncias nutricionais e suas condi¢cdes comportamentais.

O principal fator determinante do desempenho de ruminantes é a quantidade de
forragem consumida (Ungar, 1996), portanto, estima-la corretamente torna-se indispensavel
para o correto atendimento das exigéncias nutricionais de mantenca e producao.

Em determinadas circunstancias, como no caso de animais em pastejo, ndo € possivel
quantificar o consumo real de forragem (Maeda et al., 2011), entdo métodos indiretos tém sido
avaliados e contestados frequentemente, uma vez que os resultados obtidos sdo muito variaveis.

A estimacdo indireta do consumo de matéria seca € assim qualificada, por se basear na
quantificacdo de elementos indigestiveis e/ou diferentes daqueles ingeridos pelo animal
normalmente (Detmann et al., 2004) o que foi denominado por Kotb e Luckey (1972) como
indicadores internos (fracdo indigestivel dos alimentos) e externos (material inerte oferecido ao
animal).

Sabendo-se que o valor nutricional dos alimentos, sendo assim sua digestibilidade,
possibilita estimar quais nutrientes estdo disponiveis para o animal, torna-se de fundamental
importancia estimar o consumo de forragem por ovinos em pasto. Chacon et al. (1978)
reportaram que o 6timo desempenho animal tem sido obtido quando a disponibilidade de folhas
permite elevado grau de seletividade no pastejo. Somado a isso, sabe-se que animais utilizam
sua habilidade seletiva para aumentar a qualidade de sua dieta, e essas escolhas podem ser
diretamente influenciadas por caracteristicas relacionadas a acessibilidade da forragem
(Carvalho et al., 1999). Portanto a oferta e qualidade da pastagem disponivel, sdo fundamentais
para 0 bom desempenho em sistemas de producdo a pasto (Barbosa et al., 2010).

No entanto, as medicOes de digestibilidade in vivo sdo consideradas caras, laboriosas
(Gosselink et al., 2004) e afetam negativamente o bem-estar dos animais, com isso 0 interesse

em avaliagdes in situ ou in vitro aumentou (Broderick e Cochran, 2000).
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Dentro deste contexto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes ofertas de folha (60;
75; 90; e 105 g/kg) sobre o consumo voluntario dos ovinos manejados em pastagens de
Brachiaria spp. e identificar o melhor indicador (internos e/ou externos) através de dois
periodos de coletas (3 e 5 dias) de fezes e simulacdo de pastejo para determinagdo das

estimativas de produgéo fecal e consumo de nutrientes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre o periodo de setembro a novembro de 2015 no Setor
de Ovinocultura da Fazenda Escola da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),
localizada em Terenos — MS, municipio da regido Centro Oeste, proximo (30 km) a capital
Campo Grande — MS. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMS (protocolo n° 481/2012).

Foram utilizados 12 cordeiros avaliadores e 33 reguladores, ndo castrados, sem padrédo
racial definido (SPRD) com peso médio inicial de 17,52 + 3,48 kg, mantidos em 12 piquetes
subdivididos em quatro niveis de oferta de matéria seca de folha verde (MSFV), 60 g/kg PC,
75 g/kg PC, 90 g/kg PC e 105 g/kg PC como isso cada piquete possuia apenas um animal
avaliador, ou seja, cada oferta possuia trés repeticdes. Os animais foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4, dois periodos de coleta - 3 x
5 dias e 4 niveis de oferta de folha (resultando em 4 niveis de oferta de folha com 3 repeti¢des).

Para determinacdo do consumo de forragem, foram utilizados indicadores internos (4)
e externos (2) sendo eles: (1) matéria seca indigestivel — MSi; (2) Fibra em detergente neutro
indigestivel — FDNi; (3) Fibra em detergente acido indigestivel — FDAI; (4) Lignina em
detergente &cido indigestivel — LDAI; obtidos por incubacdo in vitro em liquido ruminal de
ovinos por 144 horas e (5) Oxido crémico; e (6) Didxido de titanio. Ressaltando que foi
utilizado como reposta padréo (referéncia/controle) os resultados obtidos através do Oxido
crémico, uma vez que este ndo difere da coleta total de fezes (Costa, 2015).

Os indicadores externos foram oferecidos via oral, através de pellets, feitos com papel
kraft, contendo 4 g de indicador individualmente, ou seja, durante periodo amostral cada animal
recebeu dois pellets por dia, um contendo éxido crémico e outro contendo dioxido de titanio.

Os piquetes eram compostos de Brachiaria spp. sob lotacdo continua sendo ajustada a
cada 28 dias pelo método de amostra de corte total, rente ao solo segundo McMeniman (1997).

Os animais receberam, uma vez ao dia no periodo da manha, 1,6% do peso corporal
(PC) de um alimento concentrado a base de milho, farelo de soja e minerais, contendo 22% de

proteina bruta (PB) e 3,1 Mcal de EM/kg de matéria seca.
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O periodo experimental foi composto por quatro periodos de 21 dias, sendo sete dias
para adaptacdo ao indicador e obtencdo de um platd de consumo e excrecdo mais homogéneo,
cinco dias para coletas de fezes e simulacéo de pastejo (hand-plucking) e um dia para coleta de
liquido ruminal. Apds essas coletas, os animais passam por oito dias de intervalo para
eliminacdo do indicador externo do trato digestivo, a fim de evitar qualquer alteragéo durante
as analises, totalizando 84 dias experimentais. Este periodo de coleta foi subdividido em coletas
de 3 e 5 dias.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal em uma porcdo de 3 a 5 g de
amostra, todas devidamente identificadas e armazenadas a -10°C.

A simulagéo de pastejo foi realizada analisando a forma como o animal se alimentava,
sendo acompanhado o local de pastejo a fim de se obter uma amostra representativa ao seu
habito natural e comportamental de pastejo. As amostras foram colhidas manualmente, sem
utilizagéo de tesoura.

As amostras de fezes e simulacdo de pastejo foram colhidas com finalidade de se obter
uma amostra composta por animal/periodo experimental/periodo de coleta (3 e 5 dias) e apds
secagem em estufa de 55°C foram processadas em moinho com peneira dotada de crivos de 1
mm para posterior anélises laboratoriais, as quais foram realizadas no Laboratorio de Nutri¢éo
Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS) e Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Nutricdo Animal da
Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB) situados em Campo Grande - MS.

O liquido ruminal foi coletado através de sonda e bomba a vacuo e para isso, foi
realizado um jejum de solidos por 24h, uma vez que a sonda ndo alcancaria a fragao liquida em
caso de rimen cheio. As amostras foram fracionadas em tubos de 15 ml para posterior analise
de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC).

As analises para determinacdo dos teores de matéria seca (MS, INCT-CA G-003/1),
matéria mineral (MN, INCT-CA M-001/1), proteina bruta (PB, INCT-CA N-001/1) seguiram
as recomendacOes de Detmann et al. (2012). A determinacéo do extrato etéreo (EE) foi realizada
em aparelho Ankom XT10 extractor (Ankom Technology, NY, USA).

Para determinacdo da fibra em detergente neutro (FDN, INCT-CA F-001/1) e,
sequencialmente, fibra em detergente acido (FDA, INCT-CA F-003/1), 0,5 g de amostra foram
acondicionadas em sacos de TNT (cortados e selados a um tamanho de 5x5 cm com porosidade
de 100 micras) previamente secos e pesados, e submetidos a fervura com solucéo de detergente

neutro e acido (respectivamente) por 1 hora cada (Van Soest e Robertson, 1985).
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Para a determinacéo da lignina utilizou-se a metodologia Klason (INCT-CA F-007-1),
sequencialmente ao FDN e FDA, as amostras foram acondicionadas nos potes da incubadora
para testes de degradabilidade MA443 Marconi® (28 sacos TNT por pote + 2 brancos), agitadas
por 3 horas com 500 ml soluc&o de lignina (Acido Sulfurico 72%) e posteriormente lavadas em
agua corrente até estabilizacdo de pH neutro.

Os indicadores internos foram determinados através do método sequencial (MSi, FDNI,
FDAI e LDAI). Para determinacdo dessas particdes indigestiveis (MSi, FDNi, FDAIi e LDAI),
0,5 g de amostra, foram acondicionadas em sacos TNT (cortados e selados a um tamanho de
5x5 cm com porosidade de 100 micras), previamente secos e pesados, e inoculados por 144
horas, periodo este apto a representar a porcéo indigestivel do alimento (itavo et al., 2002), em
incubadora in vitro para testes de degradabilidade (MA443 Marconi®). Foram adicionados
1600 ml de solucdo tampédo e 400 ml do inoculo ruminal e purgado CO para manter as
condicOes anaerdbicas. Apds 144 h de inoculagdo, os sacos foram retirados e lavados em agua
corrente até seu total clareamento em sequéncia, secos e pesados para determinacdo da MSi,
logo em seguida fervidos por 1 hora em solucdo de detergente neutro (Van Soest e Robertson,
1985), lavados com &gua quente (80°C por 3x10 min) e acetona (10 min), secos e pesados, seu
residuo considerado o FDNi. Sequencialmente, para a determinagdo da concentragdo de FDAI,
foi adotado 0 mesmo procedimento com solucdo de detergente acido. Para a determinagdo do
LDA. foi adotada a metodologia de Klason (INCT-CA F-007-1) previamente descrita.

Para a digestibilidade in vitro, 0,5 g de amostra, foram acondicionadas em sacos TNT
(cortados e selados a um tamanho de 5x5 cm com porosidade de 100 micras), previamente secos
e pesados, e inoculados por 72 horas em 1600 ml de solugéo tampdo e 400 ml inoculo ruminal,
purgado com CO> para manter as condi¢bes anaerobicas, para simular digestdo total, apos 48
horas de incubacéo, foi adicionado 8 g de enzima pepsina 40 ml de HCI em cada frasco,
permanecendo sob a incubacéo por mais 24 horas (Tilley e Terry, 1963).

O indculo ruminal para determinagdo de indicadores internos e digestibilidade in vitro
foi proveniente trés carneiros sem padrao racial definido (SPRD), castrados, com peso médio
de 50 kg canulados no rimen, mantidos em sistema extensivo com pastagem Brachiaria spp..
Todo material coletado foi filtrado e transferido para uma garrafa térmica pré-aquecida
previamente purgada com COz. A solucdo tampdo foi preparada com 0s seguintes reagentes:
Solugéo “A” (g/litro): 10 g KH2PO4; 0,5 g MgS0.4.7H20; 0,5 g NaCl; 0,1 g CaCl».2H20; 0,5 g
ureia, e a Solucdo “B” (g/100ml): 15 g Na2COs; 1 g Na2S.9H.0. Estas foram misturadas na
relacdo 1:5 atingindo o pH de 6,8 na temperatura constante de 39°C (McDougall, 1948).
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Para determinacdo do dioxido de titanio, uma amostra de 0,2 g de fezes, 5 ml de &cido
sulfurico e 3 g de mistura catalitica foi digerida, a temperatura de 400°C, em tubos de micro de
borossilicato. Apo6s a digestdo 7,5 mL de H20: (Peréxido de Hidrogénio 30%) foram
adicionados lentamente, o material do tubo transferido para baldes de 100 ml e o volume
completado com agua destilada. Uma curva padréo foi preparada contendo 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg
de dioxido de titdnio para as posteriores leituras em espectrofotdbmetro com comprimento de
onda de 410 nm (Costa, 2018)

Para determinacdo do 6xido cromico, uma amostra de 0,2 g de fezes e 5 ml de solucéo
digestora foi acondicionado em tubos de micro de borossilicato ao bloco digestor a 200°C até
atingir coloracdo alaranjada, deixando um volume final entre 1 e 2 ml. Apds a digestdo o
material do tubo foi transferido para balGes de 100 ml e o volume completado com agua
destilada. Uma curva padréo foi preparada contendo 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg de 6xido cromico para
as posteriores leituras em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 357,9 nm (Souza et
al. 2012, INCT-CA M-005/1).

As estimativas de producdo de matéria seca fecal (PMSF), digestibilidade estimada
(DMSe) e consumo de matéria seca (CMS) foram calculadas seguindo as seguintes equacoes
(Berchielli et al., 2006) adaptadas:

PMSF = Indicador ingerido (g) / Concentragdo do Indicador nas Fezes

DMSe = (MS ingerida estimada — MS excretada estimada) / MS ingerida estimada

CMS = PMSF / (1-Digestibilidade in vitro)

O uso dos indicadores para a estimativa da producdo de matéria seca fecal (PMSF)
foram avaliados quanto a acurécia, precisdo e robustez seguindo descricdo realizada por Kohn
et al. (1998). A acurécia foi avaliada pelo viés médio:

Viés médio = _ Y (predito — observado)
n° observagoes

A precisdo avaliada pela Raiz Quadrada Média do Erro de Predicdo (RQMEP):

RQMEP = \/ Y (predito — observado)?
n° observacdes

A robustez avaliada pelo erro residual que também é referido como erro de predicéo,

excluindo-se o viés médio:

Erro residual = \/[ RQMEP? — (viés médio)? |
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Os dados foram avaliados por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%, utilizando o Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas - SAEG (UFV,
1997).

RESULTADOS

N&o houve interagdo significativa entre periodo de coleta e oferta de folha (P>0,005),
assim como nao houve efeito (P>0,05) do periodo de coleta (3 e 5 dias) para a composicdo da
forrageira, colhida pelo método de simulacéo de pastejo (Tabela 1).

Os teores de materia seca (MS, P=0,0011), matéria organica (MO, P=0,0194), matéria
mineral (MM, P=0,0194), proteina bruta (PB, P=0,0243), lignina (L1G, P=0,0454), carboidratos
totais (CT, P=0,0479) e carboidratos ndo fibrosos (CNF, P=0,0003) foram influenciados
linearmente pelas ofertas de folhas avaliadas. Para os outros nutrientes: extrato etéreo (EE),
fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) ndo foram observados
efeito (P>0,05) de oferta de folha (Tabela 1).

N&o houve efeito significativo (P>0,05) em funcéo das ofertas de folha para producéo
de &cidos graxos de cadeia curta do liquido ruminal dos animais (Tabela 2).

O consumo de matéria seca (CMS, Tabela 3) estimado através de indicadores internos
(MSi, FDNI, FDAI e LDAI) e externos (Cr.03 e TiO2) ndo sofreu efeito de interacdo entre dia
de coleta e oferta de folha, ndo foi influenciado pelo periodo de coleta assim como também néo
foi influenciado pelas ofertas de folha, exceto o FDNi que se comportou de forma quadratica
entre as ofertas (P=0,0310).

Com relagdo ao estimador de consumo, houve diferenca estatistica (P<0,05) entre os
indicadores avaliados. Quando avaliados pelo teste de Dunnett na oferta 60 e 90 g/kg TiOz e
LDA.I néo diferiram do estimador referéncia (Cr203). Na oferta de 75 g/kg todos os indicadores
ndo diferiram do Cr.0s. No entanto na oferta de 105 g/kg apenas FDNi diferiu do Cr20:s.

Quando avaliados pelo teste de Tukey nas ofertas de 60 e 90 g/kg TiO. e LDAI ndo
diferiram do estimador referéncia (Cr.Oz). Nas ofertas de 75 e 105 g/kg todos os indicadores
ndo diferiram entre si.

Quando avaliado o viés médio, nao diferiram significativamente (P<0,05) TiO., e LDAI
do indicador referéncia em todas as ofertas. No entanto o viés do MSi, FDNi e FDAI na oferta
de 75 e 105 g/kg também se mostraram semelhantes ao indicador referéncia. Assim como o
MSi na oferta de 90 g/kg.

Ja o erro residual e a raiz quadrada do erro médio de predicdo (RQMEP) se demonstram

diferentes da referéncia em todos os indicadores e ofertas, exceto TiO2 na oferta de 60 g/kg.
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Tabela 1. Composicdo bromatoldgica (g/kg) da forrageira ofertada colhida através de simulagéo de pastejo, em fungéo das ofertas de folha (60, 75,
90, 105 g/kg) em dois periodos de coleta (3 e 5 dias).

60 75 Oferta 90 105 3 Coleta 5 EPM PofertaLinear POfertaQuadratico Pcoleta Plnteraqéo
MS 225,05 211,10 250,95 242,20 233,30 231,35 0,330 0,0011 0,8052 0,7535 0,8583
MO 978,15 979,60 976,50 976,00 977,12 978,00 0,044 0,0194 0,2856 0,2901 0,6570
MM 21,85 20,40 23,50 24,00 22,87 22,00 0,044 0,0194 0,2856 0,2901 0,6570
PB 123,80 133,10 105,90 113,85 117,02 121,30 0,297 0,0243 1,0000 0,4598 0,7917
EE 15,35 15,40 16,50 13,90 15,55 15,02 0,059 0,7039 0,2407 0,6337 0,3390
FDN 683,60 681,35 676,85 674,65 685,02 673,20 0,354 0,3206 1,0000 0,0970 0,5322
FDA 413,05 412,80 401,35 405,20 407,00 409,20 0,309 0,1787 0,7058 0,7189 0,8746
LIG 84,05 87,75 79,20 83,05 83,25 83,77 0,074 0,0408 0,8006 0,7010 0,6220
CT 839,00 832,80 854,10 848,15 844,47 842,55 0,287 0,0479 0,9334 0,7339 0,8052
CNF 156,55 153,85 177,25 166,55 161,02 166,07 0,253 0,0003 0,1809 0,1480 0,6627
DIVMS* 70547 699,48 694,83 693,85 692,50 704,31 0,439 0,7711 0,7711 0,1733 0,6563

Y MS = 183,1116 + 0,00615894*0oferta (R? = 0,44)
Y MO = 982,412 — 0,00598899*0ferta (R? = 0,54)
Y MM = 17,5885 + 0,000598899*0ferta (R? = 0,54)

Y PB = 150,257 — 0,00390659*0ferta (R? = 0,39)

Y LIG = 89,9055 — 0,000822810*oferta (R? = 0,20)

Y CT = 816,721 + 0,00335639*0ferta (R? = 0,45)

Y CNF = 132,711 + 0,00387015*0ferta (R? = 0,45)

EPM = erro padrdo da média

P, = Efeito do periodo de coleta de fezes (5 dias x 3 dias)
PaLinear = Efeito das ofertas de folha (60; 75; 90; 105 g/kg)
P2quadratico = Efeito das ofertas de folha (60; 75; 90; 105 g/kg)

P; = Efeito da interacdo Oferta de folha x periodo de coleta de fezes

MS = Matéria seca; MO = Matéria organica; MM = Matéria mineral; PB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo; FDN = Fibra em detergente neutro; FDA = Fibra em detergente
acido; LIG = Lignina; CT = Carboidratos totais; CNF = Carboidratos ndo fibrosos e DIVMS* = digestibilidade da matéria seca in vitro — utilizada para o calculo de consumo
da MS — Todos em g/kg de MS
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Tabela 2. Médias da concentracdo (Mmol/L) de acidos acetico, propidnico e butirico (AGV) no
liquido ruminal de ovinos em funcao das ofertas de folha (60, 75, 90, 150 g/kg)

Oferta de folha

60 75 90 105 EPM PLinear PQuadratico
C2 (Mmol) 19,38 24,02 17,32 16,59 2,231 0,5052 0,5623
C3 (Mmol) 4,55 5,86 3,68 3,21 0,597 10,2932 0,4664
IC4 (Mmol) 0,89 0,77 0,84 0,83 0,062 0,7816 0,6680
NC4 (Mmol) 2,37 1,79 1,71 1,60 0,210 0,1714 0,5733
IC5 (Mmol) 1,27 1,01 1,18 1,17 0,094 0,8176 0,5357
NC5 (Mmol) 0,25 0,56 0,19 0,22 0,079 0,6045 0,3885
AGVTOT (Mmol) 28,72 33,46 27,51 23,65 3,242 00,5484 0,5186

!Médias seguidas por letras mailsculas distintas na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)
2Médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste t (P<0,05)

EPM = erro padrdo da média

C2 = acético; C3 = propidnico; IC4 = isobutirico; NC4 = buritico; IC5 = isovalérico; NC5 = valérico;

AGVTOT = produgdo total de AGV
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Tabela 3. Acurécia, precisdo e robustez das estimativas do consumo de matéria seca (CMS, g/dia) em funcéo das ofertas de folha (60, 75, 90, 105
g/kg) em dois periodos de coleta (3 e 5 dias).

60 75 Oferta 90 105 3 Coleta 5 EPM POfertaLinear POfertaQuadratico PCoIeta Plnteragao
Cr,04" 1202,52*c  1432,31*ab  1265,64*c 1500,19*ab 1365,61 1334,73 54,141 0,1462 0,9205 0,7737 0,4922
Viés médio 0* 0* 0* 0* 0* 0* - - - - -
Erro residual 0* 0 0 0 0 0 - - - - -
RQMEP 0 0 0 0 0 0 - - - - -
TiO; 1227,62*c  1370,77*ab  1293,65*c  1465,29*ab 1338,22 1340,44 40,661 0,0929 0,8116 0,9748 0,5773
Viés médio 25,11* -102,54* 28,01* -34,90* -34,01*  -8,15* - - - - -
Erro residual 602,54* 651,66 481,57 1697,83 821,37 895,43 - - - - -
RQMEP 630,49* 709,50 506,94 1716,32 845,92 935,71 - - - - -
MSi 1605,88ab  1406,88*ab  1526,63ab  1550,64*ab 1470,97 1574,04 29,261 0,6428 0,0637 0,0745 0,7487
Viés médio 403,37 -98,11* 260,99* 50,44* 88,74*  219,61* - - - - -
Erro residual 1314,01 1034,44 958,70 1539,89 1248,95 117457 - - - - -
RQMEP 1393,97 1120,40 1021,81 1563,04 1303,32 1246,28 - - - - -
FDNi 1827,43a  158543*ab  1752,33a 1839,54a 1694,34 1808,03 37,330 0,7804 0,0310 0,1230 0,8305
Viés médio 624,92 91,14* 486,68 339,34* 313,03 458,01 - - - - -
Erro residual 1633,06 990,36 1236,95 1954,58 1427,43 1480,05 - - - - -
RQMEP 1758,36 1059,79 1333,86 2021,80 1504,20 1582,70 - - - - -
FDAI 1814,02a 1695,33*a 1709,89a 1785,84*a 1705,06 1797,48 37,122 0,6685 0,1952 0,2154 0,7966
Viés médio 611,50 217,95* 444,25 285,64* 327,65 452,02 - - - - -
Erro residual 1624,93 1000,26 1184,77 1865,38 1378,83 1458,84 - - - - -
RQMEP 1744,89 1085,82 1269,73 1932,92 1451,71 156497 - - - - -
LDAI 1360,01*bc  1309,53*b  1434,04*bc  1364,36*b 1358,04 1375,92 34,937 0,6206 0,8477 0,7991 0,6627
Viés médio 157,49* -162,88* 108,40* -135,84* -17,46*  31,04* - - - - -
Erro residual 1137,62 982,25 860,72 1840,77 1216,08 1194,60 - - - - -
RQMEP 1664,85 1048,54 905,32 1862,87 1263,76 1227,03 - - - - -
DMS Dunnett 218,42 297,90 177,79 310,94 NS NS - - - - -
DMS Tukey 279,11 380,68 227,19 397,34 NS NS - - - - -

# Indicador referéncia; NS = nao significativo na ANOVA

* Médias seguidas pelo simbolo * na mesma coluna, ndo diferem do indicador referéncia pelo teste Dunnett (P<0,05)

+ Médias seguidas por letra minGscula distinta na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)
RQEMP = Raiz quadrada do erro médio de predicao
DMS = Diferenca minima significativa
Cr,03 = Oxido crémico; TiO, = Didxido de titanio; MSi = Matéria seca indigestivel; FDNi = Fibra em detergente neutro indigestivel; FDAI = Fibra em detergente 4cido

indigestivel e LDAI = Lignina em detergente acido indigestivel.
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DISCUSSAO

Uma vez que ndo houve efeito significativo para composicdo bromatoldgica da
forrageira entre os periodos de coleta de 3 e 5 dias (Tabela 1), recomenda-se a utilizacdo de
coletas por 3 dias, corroborado pelo estudo realizado por Costa (2015), trabalhando com ovinos
estabulados recebendo matéria verde in natura.

O efeito linear (P=0,0011, Tabela 1) dentro das ofertas de folhas para composi¢édo de
MS, MO, MM, PB, LIG, CT e CNF possibilita classificar como melhor, nutricionalmente, a
oferta de 105 e 90 g/kg respectivamente, por apresentarem maiores quantidades de MS, MM,
CT e CNF e menores quantidades de LIG. Os CNF possuem disponibilidade nutricional rapida,
completa e constante enquanto que carboidratos fibrosos juntamente com a lignina sdo
lentamente digeridos (Van Soest, 1967), ocupando espaco no trato gastrointestinal o que
culmina em efeito de enchimento fisico.

Apesar de ndo haver efeito para os outros nutrientes dentro das ofertas de folha, destaca-
se o0 valor médio de FDN, 679,1 g/kg e FDA 409,22 g/kg (Tabela 1), semelhante ao determinado
por Santos et al. (2011) utilizando simulacdo de pastejo e trabalhando com pasto diferido de
Brachiaria spp. pastejado por 57 dias.

Por se tratar de uma simulacdo de pastejo onde, neste caso, preferencialmente séo
coletadas amostras de folha, destacam-se também o alto teor médio de lignina 83,5 g/kg (Tabela
1). Todavia Paula et al. (2011) avaliando a composi¢do bromatoldgica de Brachiaria brizantha
através de simulacdo de pastejo descreveu composicdo semelhante as encontradas neste estudo.

Com relagdo ao teor médio de PB da forrageira (119,1 g/kg), vale ressaltar que a
exigéncia de compostos nitrogenados pelos microrganismos ruminais foi atendida, uma vez que
seu fator limitante é de 70 g/kg (Van Soest, 1994), e os animais foram suplementados em 1,6%
PV com suplemento protéico-energécio a base de milho, farelo de soja e minerais, contendo
22% de proteina bruta (PB) e 3,1 Mcal de EM/kg de matéria seca.

Embora os animais consigam, através de seu habito natural, selecionar as partes mais
nutritivas da forragem ofertada, essa capacidade nem sempre garante 0 consumo de um
alimento com as caracteristicas bromatologicas mais elevadas. Conforme Cardoso et al.
(2006b), altos teores de carboidratos fibrosos na dieta suprem os carboidratos utilizados como
fonte de energia pelos microrganismos do rimen na producdo de AGV, estimulam a mastigagdo
e ruminacéo de forma a contribuir para elevar a salivacdo e o tamponamento do pH ruminal, e
também pode ser um fator limitante para o consumo.

Dos nutrientes disponiveis, a proteina € degradada no ramen em aminoacidos e amonia

(utilizados para sintese de proteina microbiana) enquanto os carboidratos sdo fermentados em
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acidos graxos volateis (Alves et al., 2009), no presente estudo os AGV nao foram influenciados
pelas ofertas, mostrando que a degradagdo da forrageira se comporta de forma semelhante,
independente da oferta (Tabela 2). Tal situacdo é favoravel ao animal uma vez que se busca a
sincronizacdo de nitrogénio e carboidratos para que ocorra crescimento microbiano e
consequentemente sintese proteica. As propor¢fes de AGV encontrados neste trabalho
(68,2:15,3:6,5) corroboram com Klein (2013) o qual relatou que, normalmente a proporc¢ao dos
AGV no rimen em dietas ricas em forragem, é de 70% &cido acético, 20% &cido propibnico e
10% é&cido butirico, ou seja, (70:20:10).

Devido ao 6xido crémico ser o mais indicado para estudos de nutri¢cdo, em que objetivo
é comparar fatores dentro de um mesmo experimento (Rodrigues et al., 2010), este foi utilizado
como referéncia, e estimou consumo medio de materia seca (Tabela 3) entre as ofertas de
1350,17 g/kg. Vale evidenciar que os animais receberam 1,6% do PC de um alimento
concentrado entdo, este provavelmente foi o motivo dos niveis de oferta de folha ndo terem
influenciado o CMS. Quando os animais tém a disposicdo forragem a vontade e recebem
concentrado, dois efeitos denominados substitutivo e aditivo poderdo ocorrer (Goes et al.,
2004). Segundo Moore (1980), no efeito aditivo, o consumo de concentrado aumenta e o de
forragem se estabiliza, o que demonstra o motivo da estabiliza¢cdo do consumo entre as ofertas.

Como o CMS ndo foi influenciado pelos niveis de ofertas de folha, serd dada atengéo
apenas aos indicadores que se comportaram de forma semelhante entre as ofertas, assim como
aos que apresentaram (de forma geral) relevantes valores de acurécia.

Carvalho et al. (2007) relataram que mesmo que os procedimentos experimentais e
analiticos tenham evoluido ao longo do tempo, as estimativas do consumo em pastejo ainda
continuam sendo deficientes em acurécia e confiabilidade. A acuracia, expressada através do
valor de viés médio, representa a proximidade entre o valor obtido experimentalmente e o valor
verdadeiro observado, logo quanto mais proximo de zero este resultado estiver, mais verdadeiro
g, e com isso relata-se que os indicadores TiO2 e LDAI com viés médio de, -21,08 e 6,79
respectivamente, se demonstraram os melhores estimadores de consumo de matéria seca para
ovinos mantidos em sistema extensivo de Brachiaria spp. 0 que corrobora e revalida as
avaliacOes realizadas por Costa (2015). Segundo Kohn et al. (1998), a acuracia avaliada pelo
viés médio € caracterizada como mais acurado aquela média que possui 0 viés mais préximo
de zero. Entretanto, toda vez que o viés médio for alto (falta de acurécia), ocorre superestimava
da falta de precisdo, ou seja, superestimava da raiz quadrada média do erro de predicéo.
Portanto, a precisdo é mais bem avaliada quando a raiz quadrada média do erro de predicéo é

corrigida para falta de acuracia, gerando assim o erro residual, que é definido como o erro
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restante no modelo de predicdo, excluindo-se o erro devido ao viés médio (Rodrigues et al.,
2010).

CONCLUSOES

O indicador externo didxido de titanio (TiO2) e o indicador interno lignina em detergente
acido (LDAI) se demonstraram acurados e mais indicados para estimar o consumo de matéria
seca em ovinos mantidos em pastagem.

A avaliacdo de periodo de coleta de 3 e 5 dias, realizada no intuito de tornar esses
experimentos que buscam respostas de consumo a pasto menos laboriosos, atendeu essa

premissa podendo-se utilizar a coleta de simulagédo de pastejo e fezes por apenas 3 dias.
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ARTIGO 3

Intoxicagdo por saponina em ovinos mantidos em diferentes ofertas de folha de
Brachiaria spp !
Saponin poisoning in sheep kept in different Brachiaria sheet offers spp.

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes ofertas de folha 60, 75, 90 e 105 g/kg PV e da
concentracdo de protodioscina na forragem por meio do consumo de matéria seca em dois
periodos de coletas de simulacdo de pastejo e fezes (3 x 5 dias). O experimento foi conduzido
entre o periodo de setembro a novembro de 2015 no Setor de Ovinocultura da Fazenda Escola
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Foram utilizados 12 cordeiros avaliadores e
33 reguladores ndo castrados, sem padrdo racial definido (SPRD), com peso médio de 17,52 +
3,48 kg, mantidos em 12 piquetes subdivididos em 4 niveis de oferta de folha 60, 75, 90 e 105
g/kg de PV como isso cada piquete possuia apenas um animal avaliador, ou seja, cada oferta
possuia trés repeticdes. O consumo de matéria seca foi estimado através do indicador externo
oxido cromico e foram realizadas avaliacdes de digestibilidade, cinética da degradacdo in vitro
e pardmetros ruminais, sanguineos e urinarios. A protodioscina foi estimada utilizando
Acetonitrila a 50% e leitura com Cromatografia Liquida em Alta Eficiéncia empregando
Detector de Espalhamento de Luz Evaporativo, mais indicado para leitura deste tipo de
composto. N&do houve diferenca estatistica para as avaliagdes in vitro dentro das ofertas e dias
de coleta (P>0,05). No entanto, o consumo de matéria seca foi influenciado negativamente pela
protodioscina uma vez que 0 pastejo estimula a rebrota, que por sua vez estimula o aumento da
sua concentragdo na forrageira. A digestibilidade e a cinética da degradacdo in vitro
demonstraram a baixa degradacéo da forrageira e com isso a necessidade de maior tempo de
retencdo da particula no rimen. Assim como se confirmou a intoxicagdo dos animais atraves
dos parametros sanguineos e urinarios.

Palavras-chave: &cido graxo volatil; consumo; cordeiro; digestibilidade; producgdo de gas;
protodioscina
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the effect of different leaf offerings 60, 75, 90 and
105 g / kg PV and of the protodioscin concentration in the forage by means of the dry matter
consumption in two periods of grazing and fecal simulation collections (3 x 5 days). The
experiment was conducted between September and November of 2015 in the School Farm
Sheep Sector of the Federal University of Mato Grosso do Sul. Twelve lambs and 33 non-
neutered lambs were used, with average weight of 17, 52 + 3.48 kg, kept in 12 pickets
subdivided into 4 levels of leaf offer 60, 75, 90 and 105 g / kg of PV as this each picket had
only one animal evaluator, that is, each offer had three replicates. Dry matter intake was
estimated using the external chromium oxide indicator, and digestibility, in vitro degradation
kinetics and ruminal, blood and urinary parameters were evaluated. Protodioscin was estimated
using 50% Acetonitrile and reading with Liquid Chromatography in High Efficiency employing
Evaporative Light Scattering Detector, most suitable for reading this type of compound. There
was no statistical difference for the in vitro evaluations within the offers and days of collection
(P> 0.05). However, the intake of dry matter was negatively influenced by protodioscin since
grazing stimulates regrowth, which in turn stimulates the increase of its concentration in the
forage. The digestibility and the kinetics of in vitro degradation demonstrated the low
degradation of the forage and with that the need for a longer retention time of the particle in the
rumen. As well as confirming the intoxication of animals through blood and urinary parameters.

Keywords: consumption; digestibility; gas production; lambs; protodioscina; volatile fatty acid
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INTRODUCAO

Surtos de intoxicacdo por Brachiaria spp. em ruminantes, especialmente em ovinos, sao
relatados por todo o Brasil, inclusive no Centro-Oeste, entretanto os fatores que podem
influenciar na toxicidade da graminea sdo pouco conhecidos (Castro et al., 2007) e com isso 0
que gera maior atencdo é que mesmo com tantos casos, essas perdas sdo pouco exploradas.

O rebanho efetivo brasileiro é de 18.433.810 de cabecas e dessas, 503.821 animais estéo
em Mato Grosso do Sul distribuidos em 66.686 cabecas no Pantanal Sul Mato-grossense,
100.278 no Centro Norte, 136.665 no Leste e 200.192 no Sudeste de Mato Grosso do Sul
(IBGE, 2016).

Dados do Laboratério de Anatomia Patolégica Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, avaliados por Almeida
et al. (2013) entre o periodo de 1996 a 2010 relataram 331 laudas da espécie ovina,
representando 3,97% do total de casos, destas, foram relatados 25 casos de intoxicagdo por
Brachiaria spp., representando 55,6% na categoria e 13,9% do total de casos diagnosticados.

Considerando que as forrageiras disponiveis no Pantanal Sul-Mato-Grossense (Nativa e
Brachiaria humidicola) sdo as menos tdxicas aos animais, devido ao seu baixo teor de
protodioscina (Leal et al., 2016), excluindo assim esses animais da possibilidade de intoxicagéo,
e que a mortalidade de ovinos no estado seja de 15 a 20% em uma populagéo de 437.135 ovinos
(retirado a populacdo do Pantanal), as mortes podem ser estimadas em 36,5 mil a 48,6 mil

animais. Ao preco de R$ 5 kg/PV (Campo Grande — MS, https://www.agrolink.com.br/ acesso

em 05/03/2018) e um peso de abate de em média 30 kg, as perdas podem ser estimadas em
R$ 5.468.622,00 a 7.291.411,50.

Sabe-se que a producédo nacional é de 172 mil toneladas de carne por ano, abaixo das 204
mil toneladas consumidas anualmente no Pais, de acordo com dados da Associagdo Brasileira
dos Criadores de Ovinos (Anualpec, 2013). Comparando-se a outros paises, 0 consumo néo é
tdo alto, mas mesmo assim o Brasil precisa importar carne ovina do Uruguai e da Argentina.
Assim, nota-se que existe um déficit entre producdo e demanda o qual pode ser explicado
atraves de perdas que podem ser classificados como, diretas e indiretas nos rebanhos.

Perdas diretas referem-se a, por exemplo, mortes, malformac6es, abortos, baixo peso de
carcaca ao abate e diminuicdo da producéo leiteira. J& as perdas indiretas refletem gastos com
o0 controle de plantas invasoras, manejos dos animais, compra de animais para substituicdo dos
mortos, além dos custos com diagndsticos e tratamentos (Riet-Correa e Medeiros, 2001,
Barbosa et al., 2007), e dentro deste contexto, existem as perdas que podem ser classificadas

tanto diretas como indiretas, por exemplo as causadas por intoxicagdo por Brachiaria spp..


https://www.agrolink.com.br/cotacoes/carnes/ovinos/ovino-1kg-vivo
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A intoxicagdo por Brachiaria spp. em ovinos é uma importante causa de perdas
econdmicas no Brasil (Riet-Correa e Medeiros, 2001; Castro et al., 2007), devido ao fato desta
forrageira ser a mais utilizada para alimentacdo animal, pois € a graminea que melhor se adapta
as condicOes adversas dessa regido (Driemeier et al. 1999; Castro et al. 2007). No entanto as
gramineas do género Brachiaria spp., de modo geral, apresentam lenta taxa de passagem pelo
trato gastrintestinal e baixa digestibilidade da fibra (Detmann et al., 2001), resultando
consequentemente em baixo consumo voluntario (Silva et al., 2009).

Com isso nota-se que um estudo aprofundado, incluindo a quantificacdo sistematica do
principio tdxico nos surtos pelo Brasil, nas varias espécies de Brachiaria spp., em seus
diferentes estadios vegetativos, em condi¢des climaticas e regionais diversas, € uma
necessidade que urge para a solucdo definitiva da questdo (Mustafa et al., 2012).

Dentro deste contexto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes ofertas de folha 60, 75,
90 e 105 g/kg PV sobre consumo de matéria seca, estimado através do indicador externo 6xido
cromico (Cr203), e sobre a concentragdo de protodioscina.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre o periodo de setembro a novembro de 2015 no Setor
de Ovinocultura da Fazenda Escola da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),
localizada em Terenos — MS, municipio da regido Centro Oeste, proximo (30 km) a capital
Campo Grande — MS. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMS (protocolo n° 481/2012).

Foram utilizados 12 cordeiros avaliadores e 33 cordeiros reguladores, ndo castrados,
sem padrao racial definido (SPRD), apresentando peso médio de 17,52 + 3,48 kg, mantidos em
12 piquetes subdivididos em 4 niveis de oferta de matéria seca de folha verde (MSFV), 60, 75,
90 e 105 g/kg PV em MSFV como isso cada piquete possuia apenas um animal avaliador, ou
seja, cada oferta possuia trés repeticdes. Os animais foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4, dois periodos de coleta - 3 x 5 dias e 4 niveis
de oferta de folha (resultando em 4 niveis de oferta de folha com 3 repeti¢Ges). Os piquetes
eram compostos de Brachiaria spp. sob lotacdo continua sendo a lotagdo ajustada a cada 28
dias pelo método de amostra de corte total, rente ao solo segundo McMeniman (1997) e
apresentaram a seguinte composicao bromatoldgica (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao bromatoldgica (g/kg) da forrageira, em funcéo das ofertas de folha (60,
75, 90, 105 g/kg).

Oferta
60 75 90 105
MS 225,05 210,00 231,80 245,70
MO 978,15 979,70 978,05 976,65
MM 21,85 20,30 21,95 23,35
PB 123,80 134,80 118,80 111,40
EE 15,35 16,10 15,30 15,75
FDN 683,60 677,00 679,50 671,05
FDA 413,05 415,20 406,55 402,55
LIG 84,05 88,70 83,00 80,85
CT 839,00 832,30 843,95 849,40
CNF 156,55 156,20 166,40 171,35

MS = matéria seca; MO = matéria organica; MM = matéria mineral; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo;
FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; LIG = lignina; CT = carboidratos totais e
CNF = carboidratos ndo fibrosos.

Os animais receberam 1,6% do peso corporal (PC) de um alimento concentrado a base
de milho, farelo de soja e minerais, contendo 22% de proteina bruta (PB) e 3,1 Mcal de EM/kg
de matéria seca.

O periodo experimental foi composto por quatro periodos de 21 dias, sendo sete dias
para adaptacdo ao indicador e obtencdo de um platd de consumo e excrecdo mais homogéneo,
cinco dias para coletas de fezes e simulagéo de pastejo (hand-plucking) e um dia para coleta de
liquido ruminal. Apds essas coletas, 0s animais passaram por oito dias de intervalo para
eliminacdo do indicador externo do trato digestivo a fim de evitar qualquer alteragdo durante as
analises, totalizando 84 dias experimentais. Este periodo de coleta foi subdividido em coletas
de 3 e 5 dias.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal em uma porcéo contendo 3a5 g
de amostra, todas devidamente identificadas e armazenadas a -10°C.

A simulagéo de pastejo foi realizada analisando a forma como o animal se alimentava,
sendo acompanhado o local de pastejo a fim de se obter uma amostra representativa ao seu
habito natural e comportamental de pastejo. As amostras foram colhidas manualmente, sem
utilizagéo de tesoura.

As amostras de fezes e simulacdo de pastejo foram colhidas com finalidade de se obter
uma amostra composta por animal/periodo experimental/periodo de coleta (3 e 5 dias) e apds
secagem em estufa de 55°C foram processadas em moinho com peneira dotada de crivos de 2 e
1 mm para posterior analises laboratoriais, as quais foram realizadas no Laboratorio de Nutri¢do
Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato
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Grosso do Sul (UFMS) e Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Nutricdo Animal da
Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB) situados em Campo Grande - MS.

O liquido ruminal foi coletado através de sonda e bomba a vacuo e para isso, foi
realizado um jejum solido de 24h, uma vez que a sonda néo alcancaria a fragéo liquida em caso
de rimen cheio. As amostras foram fracionadas em tubos de 15 ml, sendo que em um deles foi
adicionado 1 ml de solugéo de &cido sulfurico (H2SO4) 1:1, para posterior analise de nitrogénio
amoniacal (NHs3).

A coleta da urina foi realizada através de amostragem spot a qual foi armazenada,
diluida em tubo de 50 ml contendo, 10 ml de urina (filtrada) e 40 ml de acido sulfurico a 0,036N
para evitar destruicdo bacteriana dos derivados de purinas e precipitagdo do &cido Urico.
Concomitantemente, foram obtidas amostras de sangue por punc¢édo da veia jugular, em tubos
de ensaio com gel separador e acelerador de coagulacao. O sangue foi centrifugado a 5.000 rpm
por 15 minutos para obten¢do do soro. Todas as amostras de liquido ruminal, urina e soro foram
armazenadas a — 10°C para posteriores analises.

As analises para determinacdo dos teores de matéria seca (MS, INCT-CA G-003/1),
matéria mineral (MN, INCT-CA M-001/1), proteina bruta (PB, INCT-CA N-001/1) seguiram
as recomendacdes de Detmann et al. (2012). A determinacdo do extrato etéreo (EE) foi feita em
aparelho Ankom XT10 extractor (Ankom Technology, NY, USA), onde 0,5 g de amostra foram
acondicionadas em sacos XT4®, previamente secos e pesados e adicionados 350 ml de éter de
petréleo (200 ml direto na cuba e 150 ml sob as amostras).

Para determinacdo da fibra em detergente neutro (FDN, INCT-CA F-001/1) e,
sequencialmente, fibra em detergente acido (FDA, INCT-CA F-003/1), 0,5 g de amostra foram
acondicionadas em sacos de TNT (cortados e selados a um tamanho de 5x5 cm com porosidade
de 100 micras) previamente secos e pesados, e submetidos a fervura com solucéo de detergente
neutro e acido (respectivamente) por 1 hora (Van Soest e Robertson, 1985), lavados com agua
guente (80°C 3x10 min) e acetona (10 min), secos e pesados. Este residuo foi considerado o
FDN e sequencialmente FDA.

Para a determinacéo da lignina utilizou-se a metodologia Klason (INCT-CA F-007-1),
sequencialmente ao FDN e FDA, as amostras foram acondicionadas nos potes da incubadora
para testes de degradabilidade MA443 Marconi® (28 sacos TNT por pote + 2 brancos), agitadas
por 3 horas com 500 ml soluc&o de lignina (Acido Sulfirico 72%) e posteriormente lavadas em
agua corrente ate estabilizacdo de pH neutro.

Para a digestibilidade in vitro, 0,5 g de amostra, foram acondicionadas em sacos TNT,

previamente secos e pesados, e inoculados por 72 horas em 1600 ml de solucdo tampéo e 400
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ml inéculo ruminal, purgado com CO> para manter as condigdes anaerdbicas, para simular
digestdo total, apos 48 horas de incubacdo, foi adicionado 8 g de enzima pepsina 40 mL de HCI
em cada frasco, permanecendo sob a incubacéo por mais 24 horas (Tilley e Terry, 1963).

A producdo cumulativa in vitro de gases foi realizada em equipamento Ankom RF Gas
Production System (Ankom Technology, NY, USA) onde cada frasco continha 0,5 g de
amostra, 100 ml de solucao tamp&o pré-aquecida a 39°C e 25 ml de in6culo ruminal, purgado
com CO> para manter as condi¢Bes anaerobicas. Os frascos equipados com 0s sensores de
pressdo permaneceram em agitacdo e temperatura constante de 39°C e a presséao (psi) de cada
frasco foi determinada e registrada a cada 5 minutos durante 48 horas, sendo ao final
processadas para producdo cumulativa de gases em mL de g&s/100 mg de MS incubada. Os
parametros da cinética de producdo de gas foram obtidos por meio do modelo logistico
bicompartimental proposto por Schofield et al. (1994):

Y = A/{1+exp[2+ 4*B*(Lag-t)]}+D /{1+exp[2+4*E*(Lag-t)]},

Onde:

Y = volume total de gas no tempo t (extensédo da degradacéo);

A = volume de gas (mL) de degradacdo rapida;

D = volume de gés (mL) de degradacéo lenta;

B = taxa de degradacdo da fragdo rapida (/hora);

E = taxa de degradacéo da fragéo lenta (/hora); e

Lag = tempo de colonizacdo das bactérias (h).

O in6culo ruminal para determinacdo da digestibilidade in vitro e producgéo de gas, foi
proveniente de trés carneiros sem padrdo racial definido (SPRD), castrados, com peso médio
de 50 kg canulados no rimen, mantidos em sistema extensivo com pastagem Brachiaria spp..
Todo material coletado foi filtrado e transferido para uma garrafa térmica pré-aquecida
previamente purgada com COz. A solucdo tampdo foi preparada com 0s seguintes reagentes:
Solugéo “A” (g/litro): 10 g KH2PO4; 0,5 g MgS0.4.7H20; 0,5 g NaCl; 0,1 g CaCl»2.2H20; 0,5 g
ureia, e a Solucdo “B” (g/100ml): 15 g Na2COs; 1 g Na2S.9H.0. Estas foram misturadas na
relacdo 1:5 atingindo o pH de 6,8 na temperatura constante de 39°C (McDougall, 1948).

Para determinagdo do Oxido cromico, uma amostra de 0,2 g de fezes e 5 ml de solucéo
digestora foi acondicionado em tubos de micro de borossilicato ao bloco digestor a 200°C até
atingir coloracdo alaranjada, deixando um volume final entre 1 e 2 ml. Apds a digestdo o
material do tubo foi transferido para balGes de 100 ml e o volume completado com agua

destilada. Uma curva padréo foi preparada contendo 0, 2, 4, 6, 8, 10 mg de éxido crédmico para
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as posteriores leituras em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 357,9 nm.
Procedimento adaptado (Souza et al. 2012 / INCT-CA M-005/1).

Para a determinacdo da concentracdo de saponina (protodioscina) nas amostras de
simulacdo de pastejo, utilizou-se a metodologia de Gazera et al. (2001) que consiste em extragdo
utilizando Acetonitrila a 50%, filtragem com Millex, transferéncia para Vials (frasco especifico)
e leitura com Cromatografia Liquida em Alta Eficiencia (HPLC) empregando Detector de
Espalhamento de Luz Evaporativo (Evaporative Light Scattering Detector — ELSD), que é o
mais indicado para a leitura deste tipo de composto.

As estimativas de producdo de matéria seca fecal (PMSF), digestibilidade (DMS) e
consumo de matéria seca (CMS) foram calculadas seguindo as seguintes equacdes (Berchielli
et al., 2006):

PMSF = Indicador ingerido (g) / Concentracdo do Indicador nas Fezes

DMS = (MS ingerida — MS excretada) / MS ingerida

CMS = PMSFecal / (1-Digestibilidade)

Os dados foram avaliados por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%, utilizando o Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas - SAEG (UFV,
1997) e o procedimento de Gauss-Newton foi utilizado para analise de dados da producédo

cumulativa in vitro de gases, estimando os parametros de fermentagéo.

RESULTADOS

O consumo de matéria seca (Tabela 2) estimado ndo sofreu efeito de interacdo entre dia
de coleta e oferta de folha (P=0,4922), ndo foi influenciado pelo periodo de coleta (P=0,7737),
assim como ndo foi influenciado pelos niveis de oferta de folha (P linear=0,1462 e P
quadratico=0,9205). Portanto, como 0 CMS néo foi influencia pelo periodo de coleta, todos 0s
outros resultados foram apresentados e estimados com base na coleta de 3 dias.

A concentracdo de protodioscina ndo sofreu influéncia (P>0,05) de oferta de folha. No
entanto houve correlagéo positiva significativa entre consumo de matéria seca e concentragdo
de protodioscina para a oferta 60 g/kg (0,5181), sendo que a correlagdo média entre CMS e a
concentragdo de protodioscina foi 0,1915 (P=0,0405). A concentracdo de protodioscina
influenciou o consumo de matéria seca dos cordeiros quando avaliados dentro dos quatro
periodos experimentais e ofertas de folha (Gréafico 1).

N&o houve efeito significativo (P>0,05) para digestibilidade in vitro dos nutrientes
(Tabela 3) em relacéo as ofertas de folha (60, 75, 90 e 105 g/kg).
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A cinética da degradacdo in vitro (Tabela 4) ndo foi influenciada pela oferta de folha
(P>0,05)

Né&o houve efeito significativo (P>0,05) em funcéo das ofertas de folha sobre parametros
ruminais (Tabela 5), constituintes bioquimicos sanguineos (Tabela 6) e compostos urinarios
(Tabela 7).
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Tabela 2. Consumo de matéria seca (CMS, kg/dia) e concentracdo de protodioscina (g/kg), em fungdo das ofertas de folha (60, 75, 90, 105 g/kg)
em dois periodos de coleta (3 e 5 dias)

Oferta Coleta
60 75 90 105 3 5 EPM POfertaLinear POfertaQuadratico PCoIeta Plntera(;éo
CMS* (kg/dia) 1,20 1,43 1,27 1,50 1,37 1,33 54,14  0,1462 0,9205 0,7737 0,4922
[1PROT (g/kg) 274 226 517 313 318 346 0374 0,1132 02124  0,6735 0,9487
Correlagdo CMS:PROT 0,5181* 0,2298 0,2293 0,2725 0,2546 10,1172 - - - - -
#CMS = Consumo de Matéria Seca estimado pelo Cr,Os;
[ 1 prot = Concentrag&o de protodioscina
*correlagdo de Pearson P<0,05
Oferta de 60 g/kg Oferta de 75 g/kg
5,00 270 500 2,70
5,00 5,00
4,00 220 400 ==
3,00 170 00 1,70
2,00 2,00
1,00 ¥20 100 . e
o.00 oo 000 0,70
5 1-7/3/2015  2-30/9/2015 3- 19/10/2015 4- 571172015 K 1-7/9f2015  2-30/9/2015 3 - 19/10/2015 4 - 9/11/2015
m Concentracio de 5aponing eeeChS s Concentragdo de saponina e S
Oferta de 90 g/kg Oferta de 105 g/kg
£,00 270 00 3,70
5,00 5,00 I
220 2,20
4,00 4,00
3,00 1,70 3,00 1,70
2,00 2,00 I
1,20 1,20
1,00 1,00
0,00 070 0,00 . l 0,70

1-7/8/2015  2-30/9/2015 3- 18/10/2015 4- 911/2015

B Conceniracao de 5aponing eeeChS

1-7/9/2015 2 -30/2005 2-19/10/2015 4-9/11/2015

B Concentragso de protodioscing

CME

Grafico 1 — Avaliacdo da concentracéo de protodioscina e consumo de matéria seca (CMS) em funcéo das ofertas de folha 60, 75, 90 e105 g/kg entre os periodos
experimentais
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Tabela 3. Digestibilidade in vitro dos nutrientes em funcéo das ofertas de folha (g/kg)

60 750ferta90 105 EPM POfertaLinear POfertaQuadratico
DMS 70,55 69,95 69,48 69,38 0,439 0,3049 0,7711
DMO 72,29 72,72 72,36 72,12 0,534 0,8565 0,7048
DFDN 66,13 66,36 63,86 64,66 0,686 0,2464 0,8292
DFDA 62,50 6153 60,34 60,96 0,791 0,3919 0,5995

DMS = digestibilidade da matéria seca; DMO = digestibilidade da matéria organica; DFDN = digestibilidade da
fibra em detergente neutro e DFDA = digestibilidade da fibra em detergente &cido

Tabela 4. Cinética da degradacao in vitro da simulacdo de pastejo em funcdo das ofertas de
folha (g/kg)

Oferta
60 75 90 105 EPM POfertaLinear POfertaQuadratico

0,070 0,8217 0,6257

AMIA00mMIMS 500 393 311 302
incubada)

B (/horas) 0,14 018 0,14 0,14 0,009 0,8342 0,2439
D (ml/100 mg MS 1114 1032 11,70 11,13 0,182  0,4023 0,8478

incubada)
E (/horas) 0,041 0,027 0,034 0,028 0,003 0,2223 0,6069
Lag (horas) 500 5,46 5,08 5,25 0,133  0,7020 0,6368

Total (ml/100 mg
MS incubada) 14,22 13,45 14,81 14,15

R? 099 099 099 0,99

0,187  0,4572 0,9748

A = volume de gas (ml) de degradacdo rapida; B = taxa de degradacédo da fracdo rapida (h); D = volume de gas
(ml) de degradacéo lenta; E = taxa de degradacdo da fracdo lenta (h) e Lag = tempo de colonizacdo das bactérias

(h)

Tabela 5. Parametros ruminais de cordeiros em funcdo das ofertas de folha (60, 75, 90, 150

a/kg)
fert folh
60 07?’ ade 090 a 105 EPM PLinear PQuadratico
N-NHs (mg/dl) 10,13 9,25 10,12 9,66 0,357 0,8460 0,8220
TEMP (°C) 32,39 3365 32,69 32,07 0,334  0,7226 0,1839
pH 7,73 7,70 7,67 7,86 0,035 0,2218 0,1217

EPM = erro padrdo da média
N-NH; = nitrogénio amoniacal; TEMP = temperatura °C; pH = potencial hidrogénico
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Tabela 6. Constituintes bioquimicos sanguineos de cordeiros em fungédo das ofertas de folha
(60, 75, 90, 105 g/kg)

- Oggrtade f%'ga G5~ REF  EPM  Pinw Pousaio

ALT (U/L) 12,85 13,35 20,47 1767 22-28 1,703 0,1104 0,5219
AST (U/L) 143,13 116,68 110,09 147,82 0-90 10,297 0,8732 0,1041
ALB (g/L) 32,00 3550 3589 34,83 24-30 1,387 0,3994 0,4110
CRE (mg/dl) 0,83 0,82 0,87 080 1,2-19 0,057 10000 0,7717

TP (g/L) 71,60 69,35 6948 6880 674-71 2598 0,7095 0,8915
TRIGL 3328 2654 30,31 31,96 - 1,434 0,8356 0,1560
(mg/dl)
UREIA 46,76 36,57 39,66 38,42 2450 2,932 10,3436 0,4734
(mg/dl)

!Médias seguidas por letras mailsculas distintas na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)
2Médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste t (P<0,05)

EPM = erro padrdo da média

PLinear = Efeito das ofertas de folha

PQuadratico = Efeito das ofertas de folha

ALT = alanina aminotransferase; ASTL = aspartato aminotransferase; ALB = albumina; CRE = creatinina; TP =
proteinas totais séricas; TRIGL = triglicerideos

REF = valor referéncia; ALT = Radostits et al. (2002); AST = Keneko et al. (1997); Jain (1993); ALB =
Gonzalez e Silva (2006); CRE = Gonzalez e Silva (2006); TP = Pugh (2004); UREIA = Gonzalez et al. (2000);
Menezes et al. (2006)

Tabela 7. Compostos urinarios de cordeiros em funcdo das ofertas de folha (60, 75, 90, 105

g/kg)
60 O;grta de f09|86. 105 EPM PLinear PQuadratico
CREAT (mg/dl) 6,00 8,95 4,93 8,87 0,754  0,5673 0,6568
UREIA (mg/dl) 186,16 255,94 12490 236,21 20,195 10,9565 0,5159
AC. URICO 1,15 0,91 0,90 1,39 0,100 0,6329 0,0628

(mg/dl)

!Médias seguidas por letras mailsculas distintas na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)
2Médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste t (P<0,05)
EPM = erro padrdo da média

CREAT = creatinina; AC. URICO = 4cido urico

DISCUSSAO

O consumo de matéria seca (CMS) foi estimado pelo indicador externo 6xido crémico
(Cr20g), por ser considerado um indicador confiavel (Costa, 2015) e ndo foi influenciado pelos
niveis de oferta de folha (Tabela 2). No entanto objetivou-se discorrer sobre a possivel
influéncia da concentracdo de protodioscina na forragem sobre o consumo voluntario em
cordeiros e nota-se que houve correlacdo positiva entre a concentragcdo de protodioscina na
forragem e CMS o que se trona mais visivel avaliando o Grafico 1, que detalha o

comportamento dessas variaveis dentro dos periodos experimentais.
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Verifica-se que o pastejo estimulou o aumento da concentracdo de protodioscina na
forragem e que essa influenciou negativamente o consumo de matéria seca no periodo seguinte,
ou seja, conforme maior sua concentracdo na forragem e consequentemente no animal, menor
foi o estimulo para o consumo de forragem no periodo posterior. Tal situacdo pode ser explicada
devido ao fato de que a lotag&o continua estimula o perfilhamento e a rebrota (Bavoso et al.,
2010) e aparentemente o estadio de rebrota apresenta maiores concentra¢des de protodioscina.
O que corrobora com Santos Junior (2008) ao relatar que, piquetes em estadio de brotacéo,
crescimento e maduro apresentaram respectivamente 2,03%, 1,63% e 1,26% de protodioscina
na constituicdo da forrageira, correspondendo a maior toxicidade para ovinos nas amostras com
maior quantidade do principio toxico. Essa observacdo foi posteriormente reafirmada por
Barbosa et al. (2009), ao avaliar a concentracdo de protodioscina em Brachiaria brizantha e
relatar maior concentracao nas plantas jovens de 3,61% (£ 1,12%) em relacdo ao capim maduro
1,01% (£ 0,79%).

A digestibilidade dos nutrientes se comportou de forma semelhante dentro das ofertas
avaliadas (Tabela 3). No entanto vale ressaltar a média de DMS igual a 69,84% considerada
baixa uma vez que em média a Brachiaria spp. apresenta valores de 77,2 a 75,2% para a DMS
(Cavallietal., 2015). Essa baixa digestibilidade provavelmente estéa correlacionada com os altos
teores de FDN (677,79 g/kg), FDA (409,34 g/kg) e lignina (84,15 g/kg) (Tabela 1), enquanto a
FDN estd mais correlacionada com a redugdo do consumo, a FDA e a lignina estdo intimamente
relacionadas a digestibilidade da matéria seca (Van Soest, 1994), uma vez que a lignina
impregna a FDA e seu baixo contetido em oxigénio e alto em estruturas condensadas, dificultam
a degradacdo e retardam o catabolismo aerdbico (Van Soest, 1994), este fato pode estar
relacionado ao estadio fisiologico da planta evidenciado pelo valor de lignina.

Forragens de baixa qualidade apresentam baixa digestibilidade da fracdo fibrosa e
necessitam maior tempo dentro do rumen para ser hidratada e ruminada até a quebra de
particulas que sejam passiveis de serem colonizadas e posteriormente degradadas (Granzotto et
al.,, 2011). Esse maior tempo de retencdo no rumen fornece maior tempo para 0S
microrganismos degradarem a protodioscina, 0 que provavelmente acaba provocando a
possibilidade de intoxicacdo dos animais.

A intoxicagéo ocorre devido a degradacdo da protodioscina pela microbiota ruminal em
seus derivados, as sapogeninas, que sdo transportadas ao longo do tubo digestivo e eliminadas
nas fezes, mas algumas sdo absorvidas no duodeno e transportadas até o figado, onde séo
conjugadas com a bile e eliminadas (Wina et al., 2005). Durante esse processo de conjungéo

com o acido glicurdnico, estas ligam-se aos ions de calcio e podem formar sais insolUveis que
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se precipitam nos ductos biliares na forma de cristais (Cruz et al., 2001; Santos et al., 2008;
Santos Janior, 2008; Gracindo, 2010). Esses cristais, por sua vez, podem causar inflamacdao e
obstrucéo do sistema biliar além de necrose dos hepatocitos periportais, resultando em ictericia,
fotossensibilizacdo e hepatite (Santos et al., 2008).

Toda essa situagdo pode ser explicada avaliando a cinética da degradacdo in vitro da
forrageira (Tabela 4) onde o tempo de colonizagcdo das bactérias (LAG = 5,20 h) pode ser
considerado baixo e atribuido ao grau de lignificacdo da parede, a qual forma uma barreira a
adesdo e degradacdo das particulas do alimento e consequentemente a degradacao da forrageira
(McAllister et al., 1994; Paciullo, 2002), assim como a baixa producéo total de gas (Total =
14,16 ml), o que comprova que a presenca da lignina estava influenciando no processo de
aderéncia e assim reduzindo a degradabilidade da MO. Sa et al. (2011), avaliando Brachiaria
brizantha em trés idades de corte (28, 35, 54 dias) encontraram valores de tempo de colonizagéo
de 12,9; 13,2 e 14,6 horas, respectivamente, e valores de producgéo de gés total de 95,75; 116,8
e 68 ml respectivamente. E para concluir Liu et al. (2002) mostraram que a técnica de produgao
de gas pode ser usada como medida de degradacéo ruminal dos alimentos.

Associado a estas informacgdes, 0s parametros ruminais também ndo foram
influenciados pelas ofertas. A média do pH foi de 7,74 (Tabela 5) valor este a cima do
considerado normal, uma vez que Church (1979) sugeriu que ruminantes consumindo dietas a
base de forragens mantinham o pH ruminal entre 6,2 e 6,8. Assim com Van Soest (1994)
mencionou que valores superiores ou inferiores agem de forma negativa, sendo aceito como
usual o intervalo entre 6,2 e 7,2. Na pratica altera¢cdes no pH ruminal proporcionam reducdo na
taxa de digestdo e aumento no tempo de colonizagéo da fibra (Grant e Mertens 1992), levando
a uma reducdo no consumo de forragem, diminuindo assim a capacidade produtiva do animal.
Contudo deve ser levado em conta que 0s animais estavam em jejum de solidos de 24h no
momento da coleta de liquido ruminal, portanto a ruminacdo e a salivagdo provavelmente
atuaram promovendo o efeito tampéo.

O nivel de N-NHj3 encontrado, 9,79 mg/dl (Tabela 5) esta a cima do valor limitante para
crescimento microbiano, 5 mg/dl (Satter e Slyter, 1974) e ressalta-se que sua concentracao €
consequéncia do equilibrio entre a producao e utilizacdo pelos microrganismos, e esta ultima
depende da quantidade de energia disponivel (Borges, 1999).

A amdnia ndo utilizada pelas bactérias ruminais € transportada para o sangue através da
parede do ramen, e chega ao figado onde acontece a formacéo da ureia, esta circula no sangue
e pode ser eliminada pela urina ou reciclada. No entanto Gonzélez e Silva (2006), relataram

que o jejum prolongado pode gerar aumento da protedlise enddgena para utilizacdo dos
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aminoacidos como fonte energética, 0 que promove aumento na concentracdo de ureia, pois 0
fluxo de urina é reduzido e inibe a excre¢do renal de ureia. O que pode explicar os altos niveis
de ureia encontrados no sangue com média de 40,35 mg/dl (Tabela 6) e na urina com média de
200,80 mg/dl (Tabela 7). Indicando também possivel intoxica¢do causada pela Brachiaria
spp., uma vez que este metabolito em altos niveis no plasma pode estar relacionado com
filtracdo renal insuficiente (Gonzélez e Silva 2006). Neste trabalho identificou-se valor médio
de protodioscina de 3,32 g/kg (Tabela 2).

Neste caso a analise da enzima sérica AST € um importante parametro a ser observado
pois sua elevada concentracdo na circulacdo sanguinea tende a responder lesdo hepética aguda
ou cronica (Tennant, 1997). Foi constatado neste experimento (Tabela 7) valor meédio de AST
de 129,43 U/L e segundo Keneko et al. (1997) e Jain (1993) o valor referéncia para esta enzima
vai de 0-90 U/L, o que confirma a probabilidade de intoxicacdo causada pela Brachiaria spp.
Sendo importante ressaltar que durante o periodo experimental 2 animais morreram,
apresentando todos os sinais de intoxicagao casada pela Brachiaria spp.

Vale ressaltar que grande parte dos trabalhos avaliando a protodioscina séo apenas
relatos de casos, mostrando clinicamente o que acontece ao animal, porém poucos discutem a
acdo da protodioscina dentro do rimen. No entanto nota-se que sua atuagdo esta associada a
qgualidade da forrageira. Para que a protodioscina venha a intoxicar 0s animais, 0S
microrganismos ruminais necessitam realizar a sua degradacdo e quanto maior o tempo de

retencdo da particula no rimen, maior sera a possibilidade de ocorrer a injuria.

CONCLUSOES

O consumo de matéria seca foi influenciado pela concentracdo de protodioscina uma
vez que o pastejo estimula a rebrota, que por sua vez estimula o aumento da na forrageira. A
digestibilidade e a cinética da degradacéo in vitro demonstraram a baixa degradacdo da
forrageira e com isso a necessidade de maior tempo de retengdo da particula no rimen. Assim
como 0s parametros sanguineos e urinarios comprovaram a intoxicagdo natural por Brachiaria

Spp Nos animais.
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