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RESUMO

Os protozoarios ciliados fazem parte da microbiota ruminal e juntamente com as bactérias
fungos e protozoarios flagelados desempenham fungdes bioquimicas e fisioldgicas
importantes para os ruminantes, principalmente no metabolismo dos nutrientes. Entretanto,
seu papel no rimen, ainda ndo € totalmente claro, podendo trazer tanto efeitos benéficos como
prejudiciais para a producdo animal. O presente estudo objetivou caracterizar as populagdes
de protozoarios ciliados no rimen de novilhos alimentados com dietas adicionadas de
monensina ou produtos a base de propolis LLOS, avaliando o impacto da suplementacdo
desses aditivos em curto prazo de tempo sobre as populacdes de ciliados. Cinco novilhos,
fistulados no ramen e distribuidos no delineamento quadrado latino (5X5) receberam dieta
constituida por 47% de silagem de milho e 53% de concentrado a base de milho moido e
farelo de soja. Foram testadas dietas sem aditivos (controle), com adi¢cdo de monensina ou
produtos a base de propolis LLOSB1+, LLOSC1+ ou LLOSC1++. As amostras do contetido
ruminal foram coletadas antes do inicio de cada periodo amostral (dia 0) e 8, 15 e 21 dias apos
o inicio de cada periodo amostral, sendo que, no dia de cada coleta foram retiradas amostras
antes do fornecimento da dieta experimental (Oh) e 3 e 6 horas depois da suplementagdo. O
género predominante nas dietas foi o Entodinium, representando valor acima de 97% da
densidade total de ciliados. As populagdes de ciliados no ramen dos novilhos nao foram
alteradas pela suplementacao com o aditivo monensina ou produtos a base de propolis LLOS.
O pH ruminal alterou-se apenas entre os tempos de amostragem. As populagdes de
Entodinium aumentaram apos 15 dias da adi¢do do produto a base de propolis LLOSB1+ e
apos 21 dias foi verificado um efeito negativo desse aditivo sobre os ciliados, que
aumentaram, retornando aos niveis iniciais. Os ciliados diminuiram apos 8 dias de adi¢ao de
monensina na dieta, restabelecendo-se apos 15 da suplementagdo e tornando a diminuir no
final do experimento. As populagdes do género Entodinium ao longo do experimento foram
alteradas durante os periodos experimentais, especialmente com a suplementacdo dos
produtos a base de propolis LLOS o que pode ter influenciado os resultados encontrados.
Sugere-se assim, o aumento do periodo experimental e substituicdo do delineamento quadrado
latino em trabalhos futuros.

Palavras chave: aditivo, antibioticos, bovinos, flavonoides, ionoéforos, microbiota ruminal.



ABSTRACT

The ciliated protozoa are part of the rumen microbial and together with bacteria, fungi and
flagellate protozoa play important biochemical and physiological functions for ruminants,
especially in the metabolism of nutrients. However, its role in the rumen yet is not entirely
clear, and it may bring both beneficial and harmful effects to animal production. This study
aimed to characterize the ciliated protozoa population in the rumen of steers fed with diets
containing monensin or products based on propolis LLOS, evaluating the impact of
supplementation of these additives in a short period of time on the abundance of ciliates. Five
steers, fistulated in the rumen and distributed in Latin square design (5X5) were fed with a
diet consisting of 47% corn silage and 53% concentrate based on grinded corn and bran
soybean. Diets were tested without additives (control), with the addition of monensin or
products based on propolis LLOSB1+, LLOSC1+ and LLOSCI1++. The samples of rumen
contents were collected before the start of each sampling period (day 0) and 8, 15 and 21 days
after the start of each sampling period, whereas, on each collect day were collected samples
before the supply of experimental diet (0 h) and 3 and 6 hours later supplementation. The
predominant genus in the diets was the Entodinium, representing a value above 97% of the
total density of ciliates. The ciliate population in the rumen of steers were not altered by
supplementation with the additive monensin or products based on propolis LLOS. Rumen pH
changed only between times of sampling. The Entodinium population increased after 15 days
of the products addition based on propolis LLOSB1+ and after 21 days it was observed a
negative effect of this additive on the ciliates. They increased, returning to their initial levels.
The ciliates got shorter after 8 days of monensina addition in the diet, reestablishing after 15
days of supplementation and getting shorter again at the end of the experiment. The genus
Entodinium population throughout the experiment were altered during the experimental
periods, especially with the addition of the products based on propolis LLOS which may have
affected the results. It is therefore suggested, an increase of the experimental period and the
replacement of the Latin square design in future works..

Keywords: additive, antibiotics, cattle, flavonoids, ionophores, rumen microbial.
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INTRODUCAO

Um dos maiores rebanhos bovinos do mundo esta concentrado no Brasil, que tem
como principal vantagem o fato de possuir grandes areas de terras com baixo custo e clima
favoravel. Entretanto, o Brasil ainda enfrenta alguns problemas devido ao sistema de criagao
adotado e a sazonalidade das chuvas que ndo favorecem as pastagens durante o ano todo
(Sarcinelli et al., 2007). A busca de produtividade ¢ fundamental na economia de mercado e
consiste em fornecer produtos de qualidade e com prego adequado. Com base nisso a cadeia
produtiva de carne bovina vem procurando novas tecnologias com o intuito de maximizar a
producdo, entretanto nessas novas tecnologias ainda sdo necessarias alguns ajustes.

Viarios métodos tém sido sugeridos para modificar a fermentagdo ruminal e obter
aumentos de produtividade em ruminantes como, por exemplo, os aditivos alimentares
ionoforos. Os ionoforos sdo um tipo de antibidtico com capacidade de alterar o fluxo de
cations e ions através da membrana celular dos microrganismos ruminais (Russel & Strobel,
1989). Esses aditivos inibem ou deprimem o crescimento de microrganismos ruminais cujo
involucro celular é composto apenas de parede celular, como por exemplo, as bactérias Gram-
positivas (Nicodemo, 2001), principais responsaveis pela formagao de acido acético, butirico,
formico e hidrogénio durante a fermentagdo ruminal, e que representam perda de energia por
parte do hospedeiro e prejuizo na produtividade animal (Morais ef al., 2006).

A monensina sdédica € o antibidtico utilizado para melhorar a conversdo alimentar em
ruminantes, porém nos ultimos anos tem sofrido uma série de restrigdes, principalmente pela
Unido Européia que determinou a proibi¢do do uso de antibidticos como aditivos alimentares
para bovinos através do Regulamento n° 1831/2003 em razdo do risco de intoxicagdo e da
possivel resisténcia antimicrobiana em humanos relacionada aos antibidticos presentes na
alimentacdo animal (Mathew et al., 2001). Em vista disso, tem crescido o interesse pela
utilizacdo de outros aditivos que oferecam resultados semelhantes aos ionoforos, entretanto
sem riscos a saide humana. A propolis vem se destacando como alternativa para substituicao
dos aditivos usuais para bovinos por exercer fungdo bacteriostitica sobre a maioria das
bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas, (Mirzoeva et al., 1997).

A acdo dos aditivos sobre a microbiota ruminal ainda é pouco esclarecido,
principalmente em relagdo as populacdes de protozoarios ciliados ruminais. A monensina
reduz as populagdes de ciliados do ramen, entretanto esse efeito ¢ transitorio e os ciliados

podem se adaptar a esse aditivo quando utilizado por periodos mais longos na dieta de
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ruminantes (Guan et al., 2006). Ainda sdo poucos os relatos sobre os efeitos da propolis nas
populagdes de ciliados do ramen, sendo necessarios mais estudos sobre assunto.

Uma série de experimentos vem sendo realizada para avaliar os efeitos de um novo
aditivo alimentar a base de propolis em bovinos e bubalinos. A atuacdo dos produtos a base
de propolis LLOS sobre a microbiota ruminal é importante para fundamentar os estudos sobre
este novo aditivo. Deste modo, os objetivos do presente trabalho foram avaliar a ocorréncia e
a densidade das populagdes de protozoarios ciliados no ramen de novilhos alimentados com
dieta composta de 47% de silagem de milho e 53% de concentrado adicionado de monensina
ou de produtos a base de propolis LLOS e avaliar o impacto da administracdo em curto prazo

de tempo desses aditivos sobre as populagdes de ciliados.
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REVISAO DE LITERATURA

1 PROTOZOARIOS CILIADOS DO RUMEN

A participacdo de microrganismos na digestdo dos ruminantes ¢ de fundamental
importancia, uma vez que estes ndo produzem enzimas que digerem a celulose (Dehority,
1986). A degradagdo da parede celular pelos ruminantes é consequéncia da simbiose entre
esses € um numero ainda nao definido de microrganismos anaerdbios presentes no rumen
(Arcuri et al., 2006). O rumen fornece condi¢des ideais para a colonizagdo e crescimento
desses microrganismos. De acordo com Kozloski (2002) estas condigdes sdo: ecossistema
anaerobio, temperatura em torno de 39°C e pH entre 6,0 ¢ 7,0, além de presenga permanente
de substratos e de atividade fermentativa. A a¢ao da microbiota ruminal sobre o substrato tem
especial importancia, pois constitui a base da fisiologia digestiva dos ruminantes (Arcuri &
Matos, 1992).

Os ciliados do rimen podem participar com mais de 40% do nitrogénio microbiano
total do contetdo do rimen e com mais de 60% dos produtos de fermentacdo ruminal
(Hungate, 1966). Esses microrganismos variam entre 10* até 10° ciliados/mL de conteudo
ruminal (Kamra, 2005). Gruby & Delafond (1843) foram os pioneiros a assinalarem a
existéncia de protozodarios ciliados no estdmago de ruminantes. A distribuicdo taxonomica dos
ciliados (Desenho 1) ¢ baseada, principalmente, em critérios de sua natureza morfologica
através da diferenciacdo de diversas estruturas celulares, como macro e microntucleo,
disposicao e localizagdo da ciliatura e a presenca ou auséncia de placas esqueléticas, e quando
presentes, nimero e forma (Ogimoto & Imai, 1981).

Protozoarios ciliados do ramen desempenhem um papel importante, porém ainda nao
completamente esclarecido na nutricdo dos ruminantes podendo trazer beneficios ou prejuizos
na producdo animal (Williams & Coleman, 1992; Franzolin & Dehority, 1996a; Lopes et al.,
2002; Marcin & Siidekum, 2009). Os ciliados ruminais podem ser divididos em dois grupos
os entodioniomorfos e os isotriquideos, sendo o primeiro caracterizado por utilizar
preferencialmente particulas insoliveis e encontrados em maior nimero quando a dieta ¢ a
base de forragem; e o segundo participam intensamente na assimilagdo de carboidratos
soliveis e sdo encontrados em maior densidade quando a dieta é a base de concentrado

(Kozloski, 2002).
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Filo Ciliophora Doflein, 1901
Subfilo Postciliodesmatophora Gerassimova; Seravin, 1976
Classe Karyorelictea Corliss, 1974
Ordem Protostomatida Small; Lynn, 1985
Subordem (1) Archistomatina Puytorac ef al., 1974
Familia BUETSCHLIIDAE Poche, 1913
Género Buetschlia Schuberg, 1888
Género Blepharoconus Gassovsky, 1919
Género Blepharoprosthium Bundle, 1895
Género Polymorphella Corliss, 1960
Género Parabundleia Imai; Ogimoto, 1983
Subfilo Intramacronucleata Lynn, 1996
Classe Litostomatea Small; Lynn, 1981
Subclasse Trichostomatia Biitschli, 1889
Ordem Vestibuliferida Puytorac et al., 1974
Subordem (1) Trichostomatina Biitschli, 1889
Familia ISOTRICHIDAE Biitschli, 1889
Género Isotricha Stein, 1859
Género Dasytricha Schuberg, 1888
Género Oligoisotricha Imai, 1981
Género Microcetus Orpin; Mathiesen, 1986
Subordem (2) Blepharocorythina Wolska, 1971
Familia BLEPHAROCORY THIDAE Hsiung, 1929
Género Charonina Strande, 1928
Ordem Entodiniomorphida Reichenow in Doflein ; Reichenow, 1929
Subordem Entodiniomorphina Reichenow in Doflein ; Reichenow, 1929
Familia OPHRYOSCOLECIDAE Stein, 1859
Subfamilia Entodiniinae Lubrisky, 1957
Género Entodinium Stein, 1859
Género Campylodinium Jankowsky, 1957
Subfamilia Diplodiniinae Lubrisky, 1957
Género Diplodinium Schuberg, 1888
Género Eodinium Kofoid; Maclennan, 1932
Género Eremoplastron Kofoid; Maclennan, 1932
Género Eudiplodinium Dogiel, 1927
Género Diploplastron Kofoid; Maclennan, 1932
Género Polyplastron Dogiel, 1927
Género Elytroplastron Kofoid; Maclennan, 1932
Género Metadinium Awerinzew; Mutafowa, 1932
Género Ostracodinium Dogiel, 1927
Género Enoploplastron Kofoid; Maclennan, 1932
Subfamilia Ophryoscolecinae Lubrisky, 1957
Género Ophryoscolex Stein, 1859
Género Epidinium Crawley, 1923
Género Epiplastron Kofoid; Maclennan, 1932
Género Opisthotrichum Buisson, 1923
Género Caloscolex Dogiel, 1927

Desenho 1: Classificacao sistematica dos protozoarios ciliados do ramen (Lynn & Small, 2002).
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Durante a fermentagdo, algumas espécies de ciliados do rimen ingerem bactérias
aderidas as particulas de alimento (Willians & Coleman, 1992; Burow et al., 2005), sendo
esse um dos fatores para reducdo da biomassa bacteriana livre no conteudo ruminal, o que
aumenta a reciclagem intra-ruminal e reduz o fluxo de proteina bacteriana para o intestino
delgado do ruminante (Arcuri & Matos, 1992). Contudo, este comportamento predatorio tem
bases complexas, as quais sdo estabelecidas entre as varias espécies de protozoarios ciliados
do ramen (Eadie, 1962; 1967). Os protozoarios ciliados também podem ser utilizados pelo

ruminante como fonte de proteinas digestiveis (Kozloski, 2002).

2 FATORES QUE ATUAM NA OCORRENCIA E DENSIDADE DAS POPULACOES
DE PROTOZOARIOS CILIADOS DO RUMEN.

A ocorréncia e densidade de protozoarios ciliados no rumen sdo influenciados
principalmente pela dieta oferecida ao animal, pelo pH do conteudo ruminal e pelas relagdes
que eles estabelecem entre si e com as populagdes bacterianas (Marinho, 1982). Em dietas
experimentais para ruminantes, deve-se levar em conta a necessidade do animal e dos
microrganismos ruminais para a maximiza¢do da producdo microbiana, otimizando-se a
produtividade animal (Kumar et al., 1993).

Em funcdo do sistema de alimentag¢do e dos objetivos e niveis de produgdo animal, o
tipo da dieta oferecida aos ruminantes domésticos pode ser alterado com a suplementacao de
concentrado, deixando de ser constituida apenas por forrageiras. Entretanto, essa pratica pode
causar alteragdes em todo o ecossistema ruminal, incluindo as populacdes de ciliados
(Martinele et al., 2008a). De acordo com Franzolin & Dehority (1996a), a densidade das
populagdes de ciliados amiloliticos, como o Entodinium, aumenta a medida que o concentrado
¢ adicionado a dieta de ruminantes, enquanto a densidade das populagdes de ciliados
celuloliticos decresce expressivamente. D'Agosto et al. (1998) observaram que em dieta para
bovinos a base de silagem de milho com 30% de concentrado o numero total de ciliados
aumentou significativamente, principalmente Entodinium.

Entretanto, Martinele et al. (2008a) verificaram que as populacdes de Entodinium nao
se alteraram com a adicdo de concentrado em dietas a base de capim-elefante em niveis de 20
e 40% para vacas mesticas holandés-zebu. Contudo, podem ocorrer mudangas nas populagdes

de ciliados no rumen de bovinos submetidos a mesma quantidade de concentrado e, segundo
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Michalowski (1977), isto se deve a outros fatores, tais como o tempo de retencao da digesta,
pH e até mesmo caracteristicas metabolicas individuais do hospedeiro.

O tempo entre o fornecimento do alimento pode alterar a densidade das populagdes de
ciliados. Michalowski (1977) relatou que o niimero de protozodrios ciliados no rimen de
ovinos aumentou cerca de 30% quando o alimento era fornecido duas vezes ao dia em relagao
a quando o alimento era ministrado apenas uma vez ao dia. Outro fator igualmente citado por
influenciar diretamente no nimero e na composi¢do dos protozodrios ciliados do rimen ¢ o
tempo de amostragem apos a alimentagdo (Marinho, 1982). De uma maneira geral, as
populagdes de ciliados no rimen de bovinos e bubalinos apresentam aumento de densidade no
momento do fornecimento do alimento, seguido de um decréscimo nas horas subsequentes e
tornando a aumentar antes do fornecimento da préxima alimentacdo (Franzolin Neto et al.,
1991; Nogueira Filho et al., 1998).

A variagdo do pH do contetido ruminal esta estreitamente ligada & composicao
quimica da dieta, uma vez que em dietas com grande quantidade de amido ou carboidratos
soluveis, os valores de pH diminuem (Coalho ef al., 2003; Guan et al., 2006). Isso porque
quando se adiciona concentrado as dietas ocorre aumento de microrganismos amiloliticos,
principais responsaveis pela producdo de acidos graxos volateis (AGV) no rimen, o que
provoca redu¢do nos valores do pH ruminal (Biirger et al, 2000). J& as dietas com maior
quantidade de celulose e outros carboidratos insoltveis, a redu¢do do pH ndo ¢ tdo acentuada
devido ao fato do crescimento das principais bactérias celuloliticas ser comprometido em pH
ruminal em torno de 6,0 a 6,1, e totalmente inibido em valores abaixo de 5,9 (Russell &
Dombrowski, 1980).

Entretanto, ndo s6 a dieta pode afetar o pH ruminal, mas também fatores anitomo-
fisiologicos do animal, como o tipo e a frequéncia de mastigacdo dos alimentos, produ¢do de
saliva, taxa de fermentagao e concentragdo de produtos finais (Franzolin & Dehority, 1996b).
Ainda segundo esses autores, o pH tem papel decisivo na manutencao da microbiota ruminal,
uma vez que seus valores estdo relacionados com a sobrevivéncia desses no ambiente

ruminal.
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3. UTILIZACAO DE ADITIVOS NA DIETA DE RUMINANTES

No processo de fermentacdo dos carboidratos estruturais e ndo-estruturais e das
proteinas realizado pelos microrganismos ruminais muitos de seus produtos finais, como
acidos graxos volateis (AGV) e a proteina microbiana, sdo as principais fontes de nutrientes
para o ruminante. J& outros produtos da fermentacdo, como calor, metano e amonia,
representam perdas de energia e proteina do alimento para o ambiente (Morais ef al., 2000).
Segundo esses autores, de 2 até 12% de energia consumida pelos ruminantes pode ser perdida
na forma de metano (CHs), um gés produzido no rumen durante o processo de fermentacgao
dos carboidratos.

No rimen, o hidrogénio ¢ produzido durante a fermenta¢do anaerdbia das hexoses,
nesse processo fermentativo ele pode ser usado durante a sintese dos acidos graxos volateis e
da matéria organica microbiana e seu excesso ¢ eliminado principalmente pela formagao de
CH., em quantidades variaveis, dependendo da concentragdo e das proporgdes relativas dos
acidos produzidos (Eun et al., 2004). Por isso, ¢ necessario conhecer as interagdes entre os
microrganismos, seus produtos metabolicos e o hospedeiro, para que se possa maximizar a
producao dos acidos graxos benéficos (acetato, propionato e butirato) ao hospedeiro
maximizando a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes dietéticas.

A manipulagdo de dietas com aditivos como os iondforos tem sido testada com a
finalidade de diminuir as perdas de energia e melhorar a conversdo alimentar dos ruminantes.
No Brasil, somente a monensina e a lasalocida sdo liberados no uso para ruminantes (Zanine
et al., 2006). Esses produtos inibem as bactérias Gram-positivas, principais responsaveis pela
formacdo de 4cido acético, butirico, formico e hidrogénio, que representam prejuizo para a

produtividade animal (Morais ef al., 2006).

3.1 Modo de a¢cao da monensina no ambiente ruminal e seus efeitos sobre o metabolismo

do hospedeiro

Os ionodforos sdo um tipo de antibidtico que, seletivamente, reduz ou inibe o
crescimento de microrganismos do ramen, aumentando a produtividade animal,

principalmente devido as alteragdes na fermentacao ruminal (Zanine et al., 2006). Eles sao
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produzidos por diversas linhagens de Streptomyces e foram inicialmente utilizados como
coccidiostaticos para aves, mas a partir da década de 1970 comegaram a ser utilizados na dieta
de ruminantes (Nicodemo, 2001). O mecanismo de a¢do dos ionoforos ¢ baseado em sua
capacidade de interagir com ions e cations passivamente, alterando o seu fluxo através da
membrana celular dos microrganismos ruminais (Russel & Strobel, 1989).

A monensina sdédica tem uma forte preferéncia por s6dio sobre o potassio. Entretanto,
o gradiente de potassio no interior da célula é cerca de 25 vezes maior que o gradiente de
sodio, tornando o efluxo de potassio via monensina mais favoravel que o efluxo de sédio. A
alta concentracdo intracelular de potdssio forma um gradiente importante para tamponar o pH
intracelular por meio do mecanismo de troca de K'/H'. O efluxo de potassio resulta em
excesso de protons, levando ao decréscimo no pH intracelular (Russel, 1987). Na tentativa de
regular o pH, a célula transporta protons para o exterior, através de bombas de sddio-potéssio
(Na/K) e de protons ATPase, o que a longo prazo gera um queda na concentragdo de ATP
intracelular, o qual ocasiona letargia ou morte celular (Russel & Strobel, 1989). Desta forma,
os ionoforos geralmente t€ém acdo bacteriostatica e ndo bactericida (Nagaraja & Taylor, 1987).

Os iondforos atuam, principalmente, sobre bactérias Gram-positivas, com pouco ou
nenhum efeito sobre bactérias Gram-negativas e essa atua¢do tem relacdo com fatores de
resisténcia presentes na estrutura de sua parede celular. As bactérias Gram-positivas, cujo
involucro celular ¢ formado apenas por parede celular sdo mais sensiveis a agdo de
antibioticos (Nicodemo, 2001). Assim como as Gram-positivas, os protozodrios ciliados e
fungos também sdo sensiveis aos iondforos (Dennis et al., 1986). Entretanto as bactérias
Gram-negativas geralmente sdo resistentes ao uso de ion6foros, por apresentarem além da
parede celular, uma membrana peptideoglicana externa (Nicodemo, 2001).

Desta forma, o uso de ionéforos aumenta as populacdes de bactérias Gram-negativas
no ramen, responsaveis por degradar principalmente o amido formando o propionato, a
principal fonte de energia para o animal. Além disso, diminui e/ou inibe as populagdes de
bactérias Gram-positivas que além de degradarem celulose formando o acetato e butirato,
também fornecem substrato as metanogénicas que utilizam H, e CO, para a formacdo de
metano (Nagaraja et al., 1997).

Aditivos ionodforos, tem sido utilizado para minimizar a queda do pH ruminal pela
fermentagcdo do amido em 4cido lactico (Gomes et al., 2010), em dietas contendo alto teor de
alimentos concentrados, prevenindo desta forma a acidose ruminal. A monensina inibe
bactérias produtoras de lactato e favorece o desenvolvimento de bactérias que o fermentam

para a produgdo de succinato, um precursor do acido propidnico (Ipharraguerre & Clark,
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2003). Redugdo da producao de lactato pode aumentar o pH ruminal devido ao seu baixo pKa
(3,9) em comparagao com o pKa no AGV (4,8), normalmente associados com a fermentagao
ruminal (Russell & Hino, 1985). Guan et al. (2006) observaram que em bovinos recebendo
dietas concentradas (80%) a monensina ndo causou variacdo no pH ruminal, com exce¢do da
primeira semana de suplementacdo. Gomes et al. (2010) observaram que o pH do conteudo
ruminal de bovinos submetidos a dietas concentrada (80%) ndo foi afetada pela
suplementagdo de monensina durante 15 dias. Entretanto, Rispoli et al. (2009) verificaram
aumento no pH ruminal de novilhos submetidos a monensina pelo periodo de 18 dias.

A monensina pode reduzir a ingestdo de alimentos sem prejuizo ao desempenho de
bovinos e diminuindo a relagdo acetato: propionato no rumen (Araujo et al., 2006). Rodrigues
et al. (2007) verificaram que a monensina, quando administrada a bovinos alimentados com
volumosos de baixo valor nutritivo, aumentou a propor¢ao molar de propionato em relagdo ao
do acetato e/ou butirato, sem, contudo, alterar a concentragdo total de AGVs,
independentemente da auséncia ou presenca de suplementacdo com nitrogénio nao-protéico.
Entretanto, esses beneficios demonstrados podem ser anulados pela queda do consumo devido
as condicdes de alimentagdo com forragens de baixa qualidade. J4 em bovinos recebendo alto
teor de concentrado (80%), a adi¢do de monensina ¢ a combinagdo entre esse aditivo com
levedura aumentou a percentagem de propionato e diminuiu a proporc¢ao acetato:propionato
(Gomes et al., 2010).

Melhoras na eficiéncia alimentar com o uso de ion6foros na dieta de ruminantes tem
sido observado, entretanto, o seu efeito quanto ao ganho de peso ¢ consumo alimentar tem
apresentado resultados varidveis. Utilizando monensina na alimentacdo de bovinos e
bubalinos, Zeoula et al. (2008) observaram que a adicdo de iondforo foi efetiva em aumentar
a fermentacdo ruminal da matéria seca (MS), reduzir a degradagdo ruminal da proteina bruta
(PB) e elevar o coeficiente de digestibilidade intestinal (CDI) da PB, em dietas contendo 50%
de silagem de milho e 50% de concentrado a base de farelo de soja e milho, sem alterar o
consumo médio diario. Segabinazzi (2008) observou, em seu trabalho com vacas de descarte,
que o consumo de matéria seca ndo foi influenciado pela adi¢do de monensina. No entanto, o
uso de animais adultos, cuja capacidade de ingestdo de matéria seca ¢ maior em relagdo aos
mais jovens, pode ter influenciado nesses resultados de consumo.

De modo geral, redugdes nos consumos de MS, em bovinos, com a presenga de
ionoforo nas ragdes sdo relatadas na literatura. Bergen & Bates (1984) ressaltaram que o uso
de monensina e outros ion6foros nas dietas com alto teor de graos fornecido aos ruminantes,

reduzem a ingestdo de alimentos e melhoram a conversao alimentar, mantendo ou
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aumentando o ganho de peso didrio, sem afetar as caracteristicas da carcaca. Kuss et al.
(2008) verificaram que a presenga de monensina sddica na dieta de vacas de descarte resultou
em decréscimo do consumo de matéria seca € no ganho de peso, porém ndo alterou a
conversao alimentar. Justus Neto & Rossi Junior (2008) observaram que monensina sddica
adicionada a dieta de novilhos confinados, em fase de recria, ndo influencia o ganho médio

diario e a conversao alimentar, porém promove menor consumo de matéria seca.

3.2 Efeito da monensina sobre as populac¢des de protozoarios ciliados do rimen

Em relagdo aos efeitos sobre as populagdes de protozodrios ciliados do rumen, a
monensina tem apresentado resultados controversos. Dennis et al. (1986) foram um dos
pioneiros em avaliar a densidade e composi¢do dos protozoarios ciliados do rumen de
bovinos, tanto in vitro quanto in vivo, submetidos a suplementacdo de monensina e
observaram que o uso desse ion6foro em dietas com alta propor¢do de concentrado ou
volumoso reduzia a contagem total de ciliados ruminais. Esses autores ainda salientaram que
a inibicdo desses microrganismos foi transitoria, pois a suplementacdo prolongada da
monensina resultou na selecdo de populacdes resistentes no rimen de bovino.

Resultados proximos foram observados por Rogers et al. (1997), que avaliaram o
impacto da suplementacdo de monensina em curto prazo ¢ em longo prazo de tempo sobre as
populagdes de ciliados ruminais de ovinos, e verificaram que a presenca da monensina
diminui o total de ciliados em 70% em curto prazo (19 dias) e 50% em longo prazo (96 dias),
sugerindo que as populagdes de ciliados tendem a se restabelecer em longo prazo de
suplementagdo de monensina.

Guan et al. (2006) constataram que a monensina reduziu as populacdes de ciliados no
ramen de novilhos recebendo dietas contendo alto teor (70%) e baixo teor (20%) de
concentrado. No entanto, esse efeito redutor da monensina foi apenas temporario, pois foi
verificado que as populacdes de ciliados foram restauradas em trés semanas nos bovinos
recebendo alto teor de concentrado, e seis semanas nos bovinos recebendo baixo teor de
concentrado. A inibicdo tempordria dos ciliados relatada nos estudos acima indica que os
protozoarios ciliados do rimen podem se adaptar aos ion6foros, como a monensina, quando

utilizado por periodos mais prolongados.
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O efeito da monensina também pode variar de acordo com o género dos ciliados
encontrados no rumen. Rogers et al. (1997) observaram uma redug¢do das populagdes de
Entodinium enquanto as populacdes de Isotricha aumentaram, principalmente apos 96 dias de
suplementagdo da monensina. Arakaki et al. (2000) verificaram aumento das populacdes de
Dasytricha com a suplementagdo da monensina, enquanto as popula¢des de Entodinium
foram inibidas. J& KiSidayova ef al. (2009) observaram uma redugdo na populagdes de
Entodinium e Dasytricha ap6s 12 dias da adicdo de monensina em experimentacgdo utilizando
fermentador Rusitec, enquanto as populacdes de Polyplastron e Eodinium permaneceram
iguais. Gomes et al. (2010) adicionando monensina em dieta concentrada de novilhos,
notaram que as populacdes de todos os géneros observados diminuiram, inclusive as do
género Isotricha e Dasytricha. De acordo com Karnati et al. (2009) uma possivel explicagdao
para a toxicidade seletiva da monensina pode ser a diferenga na estrutura da membrana celular
entre os diferentes géneros de ciliados do ramen.

A monensina tem sido relatada por ndo alterar as populagdes de ciliados ruminais. De
acordo com Valinote et al. (2005) a utilizacdo de monensina em dietas contendo 21% da
matéria seca (MS) de carogo de algoddo ndo influenciou a densidade das populagdes de
protozodrios ciliados no ramen de bovinos Nelore. Martinele et al. (2008b) observaram que as
populagdes de Entodinium foram inibidas com a adi¢ao de 6leo de soja e monensina na dieta
fornecida a ovinos. Entretanto, nas dietas contendo apenas monensina, as populagdes de
Entodinium nao variaram, indicando um efeito toxico dos lipideos do 6leo de soja, e ndo da
monensina, sobre as populagdes desse género. Karnati et al. (2009) testaram a influéncia da
monensina sobre os ciliados do rimen in vitro utilizando o delineamento do quadrado latino e
observaram que a monensina ndo alterou as populagdes de ciliados dos géneros observados,
com excecdo de Epidinium que por ser fibrolitico pode ter adsorvido mais monensina presente
nas particulas vegetais do que os outros géneros.

A inibicdo dos ciliados do rumen tem implicacao direta sobre as populagdes de
bactérias. Oeztuerk ef al. (2010) avaliando o efeito da monensina sobre a fermentagdo ruminal
in vitro de ovinos adultos, observaram que a monensina aumentou o nimero de bactérias
ruminais ¢ que esse efeito pode estar associado com o efeito antiprotozoario da monensina,
uma vez que os ciliados ruminais sdo capazes de engolfar e digerir bactérias (Williams &
Coleman, 1992; Burow et al., 2005). Além disso a reducdo dos ciliados pode afetar as
populagdes de bactérias metanogénicas devido a simbiose existente entre esses
microrganismos , onde o hidrogénio produzido pelos ciliados ¢ utilizado pela metanogénicas

para a formacao do CH4. Desta forma, a redu¢ao no numero de ciliados torna-se interessante
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uma vez que esses microrganismos podem ser responsaveis por até 37% da metanogénese

(Williams & Coleman, 1997).

4. PROPOLIS: NOVA ALTERNATIVA COMO ADITIVO ALIMENTAR PARA
RUMINANTES

Apesar dos resultados benéficos encontrados pela adicdo da monensina na dieta de
ruminantes (Aratjo et al., 2006; Rodrigues et al., 2007; Zeoula et al.; 2008), a resisténcia
antimicrobiana em humanos tem sido relacionada aos antibidticos presentes na alimentacao
animal (Mathew et al, 2001), isso porque os ruminantes podem ser considerados
reservatorios de bactérias potencialmente patogénicas (Hess et al., 2004). Alguns isolados
bacterianos obtidos de bovinos apresentam resisténcia multipla a antibidticos e representam
perigo potencial para a saude humana (Hendriksen et al., 2008), entretanto, a resisténcia de
bactérias ao uso de ion6foros ainda ndo foi relatada na literatura. Os genes responsaveis pela
resisténcia das bactérias ruminais aos ion6foros nao tem sido identificados e ha pequena
evidéncia de que esta resisténcia possa ser transferida de uma bactéria para outra. Por isso, €
pouco provavel que o uso de iondforos na alimentacdo animal cause algum impacto
significativo na transferéncia de resisténcia a antibidticos dos animais para os humanos
(Russel & Houlihan, 2003).

No entanto, por precaucao, o uso de iondforos esta proibido na Unido Européia desde
1° de janeiro de 2006 (Regulamento Comunidade Européia, 2003), com o intuito principal de
garantir a seguranca dos consumidores. Em vista disso, produtos naturais como a propolis t€ém
sido estudados para manipular a fermentagdo ruminal e aumentar a eficiéncia da produgao,
pois apresentam varios compostos quimicos, principalmente flavondides indicados como
principais responsaveis pela atividade antimicrobiana (Bankova et al., 1989; Greenaway et

al., 1991; Bankova et al., 1992; Park et al., 1998).
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4.1 Modo de acdo da propolis no rimen e seu efeito sobre o desempenho de ruminantes

Os mecanismos de a¢do antibacteriana da propolis ainda ¢ pouco conhecido. Takaisi-
Kikuni & Schilder (1994) observaram que a acdo antibacteriana contra Streptococcus
agalactiae foi complexa, envolvendo varios mecanismos, tais como a formagdo de
estreptococos  pseudo-multicelulares; desorganizacdo do citoplasma, da membrana
citoplasmatica e parede celular e inibi¢do da sintese protéica. De acordo com Mirzoeva et al.
(1997) a propolis exerce agdo bacteriostatica sobre a maioria das bactérias Gram-positivas e
algumas Gram-negativas, aparentemente pela modificacdo do status bioenergético da
membrana bacteriana e inibicdo de sua motilidade, o que remete a atividade dos iondforos.
Vargas et al. (2004) observaram que as bactérias Gram-negativas sdo menos sensiveis a a¢ao
antimicrobiana do extrato alcodlico a 50% de prépolis que as Gram-positivas por apresentar
parede celular quimicamente mais complexa, sendo que um dos constituintes dessa parede, o
lipopolissacarideo, ¢ que determina a antigenicidade, toxicidade e patogenicidade desses
microrganismos.

Pinto et al. (2001) constataram que a propolis exerceu efeito antibacteriano através dos
extratos etanolico a 10% e, em menor propor¢do, do metandlico a 10%, sobre bactérias Gram-
positivas responsaveis pela incidéncia de mastite em bovino leiteiro. Entretanto, ndo mostrou
capacidade em inibir o crescimento das Gram-negativas. Loguércio et al. (2006) estudaram a
atividade in vitro do extrato alcoolico de propolis a 50% contra agentes da mastite bovina e
verificaram as bactérias Gram-negativas demonstraram percentual de resisténcia bem mais
elevado quando comparadas as Gram-positivas. A a¢do antibacteriana da propolis sobre as
bactérias Gram-positivas ¢ maior devido aos flavonodides, acidos e ésteres aromaticos
presentes na resina, os quais atuariam sobre a estrutura da parede celular desses
microrganismos (Bankova et al., 2000). Entretanto, a atuagdo dos flavonoides sobre as
bactérias Gram-positivas ainda ndo esta elucidada.

Os flavonoides sdo grupos de compostos de polifenodlicos aromaticos conjugados que
compreendem amplo grupo de substancias naturais ndo sintetizadas por animais (Harbone &
Willians, 2000; Beecher, 2003; Manach et al., 2004). Cerca de 4.000 substancias diferentes ja
foram listadas como flavonoides. A presenca e a concentragdo destes compostos sdo utilizadas
como indice de qualidade de amostras da propolis (Lu et al., 2004). Os flavonodides ndo sdo os

unicos compostos responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas da propolis, diversos
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outros compostos tém sido relacionados com suas propriedades medicinais (Awale et al.,
2005).

A propolis pode ser utilizada como aditivo nutricional por possuir efeito toxico sobre
as populagdes de bactérias Gram-positivas (Hino & Russel, 1987). Testando o efeito de treze
extratos secos de plantas com alto teor de flavondides e da propolis sobre a fermentagdo e
metanogénese em cultivos in vitro de microrganismos ruminais, Broudiscou et al. (2000)
utilizando fermentadores de saida dual com dieta de 50% de feno de capim Timoéteo e 50% de
graos de cevada e liquido ruminal doado de ovinos, observaram que a adi¢do da prépolis
aumentou a produgdo de propionato em 10,3% sem afetar outros acidos graxos ruminais.

Stradiotti Junior et al. (2004a) observaram que a propolis aumentou a produgdao do
total de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), entretanto, a propor¢do molar de AGV
ruminal ndo foram alteradas pelo tratamento com propolis. Além disso, os autores verificaram
que a propolis foi eficiente em inibir a atividade de desaminacdo de aminoacidos pelos
microrganismos ruminais tanto in vitro quanto in vivo, resultado importante, uma vez que a
proteina ¢ nutriente mais custoso na dieta dos ruminantes, sendo de fundamental valia que
parte desse nutriente escape da fermentac¢do pela microbiota ruminal. Stradiotti Junior et al.
(2004b) verificaram que a propolis foi eficiente em inibir a producdo de gases in vitro pelos
microrganismos ruminais, além de aumentar a taxa de digestdo especifica dos carboidratos,
indicando a propolis como novo aditivo na nutri¢do de ruminantes.

De acordo com Oliveira et al. (2006), a propolis foi mais eficiente que a monensina
em reduzir a produg¢do de amonia de culturas de microrganismos ruminais em meio contendo
caseina hidrolisada. Mais recentemente, Prado ef al. (2010a) testaram produtos a base de
propolis LLOS e monensina sodica em dieta a base de silagem de milho e feno de capim-
tifton sobre a digestibilidade e parametros ruminais de bovinos e observaram que os produtos
contendo produtos a base de prépolis LLOSCI e LLOSB3 com 0,018 e 0,0011 mg/g de
flavondides medidos em crisina, respectivamente, propiciaram maior fluxo de proteina
microbiana para os intestinos, entretanto mais estudos sdo necessarios para investigar os
efeitos dos iondforos e das concentragdes de propolis em dietas a base de forragem.

Yaghoubi et al. (2010) observaram que o extrato da propolis com dosagens crescentes
de flavondides e monensina aumentaram a digestibilidade in vitro da fibra de detergente acida
(FDA) em dietas 100:0, 50:50 e 20:80 fornecida a ovinos e, além disso, os aditivos reduziram
a producdo de amonia e a produgdo de gas metano. Os autores ressaltaram ainda que o extrato
da propolis e a monensina afetam a fermentagdo ruminal de ovinos de modo comparavel.

Ozturk et al. (2010) observaram que extrato etanolico de préopolis a 20% e 60% nao alteraram
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a producdo e o perfil de AGV. No entanto, a propolis foi capaz de inibir a concentracao de
nitrogénio amoniacal (N-NHj3) ruminal, o que pode ajudar a melhorar a retencdo de amonia no
ramen.

Em relacdo ao efeito da propolis sobre o pH ruminal, Lana et al. (2005) e Lana et al.
(2007) nao observaram variagdes nos valores obtidos do contetido ruminal de cabras leiteiras
recebendo dietas volumosas (67%). O mesmo resultado foi obtidos com novilhos (Rispoli et
al., 2009) e ovinos recém-abatidos (Ozturk et al., 2010). Entretanto Prado ef al. (2010a)
verificaram que o produto a base de propolis LLOSB3 diminui o pH ruminal de bovinos
alimentados com dieta volumosa. Resultado semelhante foi observado por Yaghoubi et al.
(2010), onde o pH ruminal de ovinos decresceram linearmente as doses crescentes de
flavondides extraidos da propolis. Ja4 Oeztuerk et al. (2010) observaram que o pH ruminal

aumentou com a adi¢do da propolis no conteudo ruminal de ovinos testado in vitro.

4.3 Efeito da propolis sobre as populacdes de protozoarios ciliados do rimen

Existem poucos relatos da acdo da propolis sobre as populagdes de protozoarios
ciliados do ramen. Broudiscou ef al. (2000) testando extratos vegetais ricos em flavonoides e
propolis sobre a fermentacdo ruminal in vitro de ovinos alimentados com dieta volumosa,
observaram que as populagdes de ciliados ruminais tenderam a reducao, entretanto esse efeito
nao foi significativo. Rispoli et al. (2009) utilizando produtos a base de propolis LLOS com
diferentes concentracdes de flavonodides em bovinos e bufalos observaram que o produto a
base de propolis LLOSC1 com 0,018 mg/g" de flavondides medidos em crisina promoveu
reducdo nas populagdes de ciliados no ramen de bubalinos, enquanto que em bovinos nao
houve diferenga no numero de ciliados. Yaghoubi et al. (2010) observaram que o ntimero
total de protozoarios diminuem linearmente com a adi¢do de doses crescentes de flavonoides
extraidos da prépolis (0,17; 35; 70 e 140 um/mL) na dieta de ovinos.

Ozturk et al. (2010) e Oeztuerk et al. (2010) testando a adigdo da propolis sobre a
fermentagdo ruminal in vitro de ovinos recebendo dieta volumosa verificaram que o niamero
total de protozoarios ciliados ndo foi afetado. Os autores ressaltaram ainda que a razdo do
perfil de AGV ter se mantido inalterado com a adi¢do da propolis pode estar associado ao fato
de ndo ter ocorrido diminui¢do nas populacdes de ciliados, uma vez que a inibi¢do dos

ciliados aumenta a produ¢ao de propionato e reduz a metanogénese, através de mudanga no
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metabolismo do hidrogénio (Moss et al., 2000). Tal mudanga ¢ nutricionalmente benéfico
para o metabolismo energético, pois de todos os AGVs, o propionato ¢ o mais utilizado

eficientemente pelos ruminantes (Ozturk ef al., 2010).
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SECAO I

CARACTERIZACAO DAS POPULACOES DE PROTOZOARIOS CILIADOS NO
RUMEN DE NOVILHOS RECEBENDO MONENSINA SODICA OU PRODUTOS A
BASE DE PROPOLIS LLOS

O rimen abriga um complexo ecossistema composto por microrganismos como
bactérias, fungos, protozoarios ciliados e flagelados que produzem enzimas capazes de
degradar a celulose das plantas, fornecendo assim energia ao seu hospedeiro em uma relagao
mutualistica (Arcuri et al., 2006). O ecossistema anaerdbio, a temperatura em torno de 39° C
e pH entre 6,0 até 7,0, além de presenca permanente de substratos e de atividade fermentativa
sdo algumas das condi¢des que fazem do rimen um ambiente favoravel ao desenvolvimento
continuo das populagdes microbianas (Kozloski, 2002).

Os protozodrios ciliados desempenham fung¢des bioquimicas e fisiologicas importantes
para os ruminantes, principalmente no metabolismo dos nutrientes. Entretanto, seu papel no
ramen, ainda ndo esta totalmente esclarecido, podendo trazer tanto efeitos benéficos como
prejudiciais para a producdo animal (Franzolin & Dehority, 1996a; Lopes et al., 2002; Marcin
& Stdekum, 2009). Esses efeitos podem ser determinados pelas alteragdes no ambiente
ruminal, especialmente pela variagdo da dieta fornecida ao animal.

A dieta ¢ a variavel de maior impacto no custo de produgdo de animal e a utilizagdo de
concentrado na dieta tem por objetivo aumentar a velocidade de ganho de peso e acabamento,
diminuindo assim o tempo de confinamento (Nogueira et al., 2005). A suplementacdo de
concentrado a dieta pode causar alteracdo em todo o ecossistema ruminal, e ¢ um dos fatores
determinantes na ocorréncia e densidade das populagdes de ciliados do ramen (Franzolin &
Dehority, 1996a; D'Agosto et al., 1996, D'Agosto et al., 1998). Outras caracteristicas
relacionadas ao nivel e hébito de consumo e a aspectos fisioldgicos quanto a ruminagdo,
salivagdo e tamponamento ruminal t€ém marcada influéncia sobre a ocorréncia e densidade das
populagdes de protozodarios ciliados do raimen (Franzolin & Dehority, 1996b). O tempo de
amostragem apds a alimentacdo pode influenciar diretamente no numero de espécies de
ciliados do rimen (Marinho, 1982).

O pH ruminal ¢ outro fator determinante para o funcionamento do rumen e sua
variagdo pode ser atribuida a composicdo quimica da dieta. Segundo Biirger ef al. (2000)

dietas a base de amido ou carboidratos soluveis diminuem os valores do pH devido
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principalmente ao crescimento de microrganismos amiloliticos, principais responsaveis pela
producao de AGV no ramen. Outros fatores como o tipo e a frequéncia de mastigacao dos
alimentos, producgdo de saliva, taxa de fermenta¢do e concentracdo de produtos finais podem
alterar os valores do pH ruminal (Franzolin & Dehority, 1996b).

A busca de alternativas alimentares que resulte em atingir o maximo do potencial
produtivo dos ruminantes tem sido o foco dos nutricionistas. Aditivos ionéforos tem sido
utilizado com a finalidade de maximizar a sintese de proteina microbiana e a fermentacdo da
fibra em dacidos graxos volateis e minimizar a metanogénese, a degrada¢do da proteina
verdadeira do alimento, a biohidrogenacdo de acidos graxos insaturados e, em parte, a
fermentacdo do amido (Zeoula et al., 2008). A monensina e a lasalocida sdo os principais
aditivos ionodforos utilizados no Brasil (Zanine ef al., 2006) e atuam inibindo bactérias Gram-
positivas, ja que a resisténcia ao iondforo estd relacionada a presenca de uma camada
lipopolissacaridica, externa a membrana celular, existentes em bactérias Gram-negativas
(Nicodemo, 2001). Em relacdo aos efeitos da monensina sobre os protozodrios ciliados do
ramen, Guan et al. (2006) constataram um efeito negativo temporario.

Apesar dos resultados benéficos encontrados pela adicdo da monensina na dieta de
ruminantes (Araujo et al., 2006; Rodrigues et al., 2007; Zeoula et al.; 2008), a resisténcia
antimicrobiana em humanos tem sido relacionada aos antibidticos presentes na alimentagao
animal (Mathew et al., 2001) e por precaugdo, o uso de ionoforos esta proibido na Unido
Européia desde 1° de janeiro de 2006 (Regulamento Comunidade Européia, 2003). Em vista
disso, pesquisadores tém concentrado esfor¢os em busca de novas alternativas que possam
substituir os ionoforos na produgao animal.

A propolis tem sido estudada com o objetivo de manipular a fermentacdo ruminal e
aumentar a eficiéncia da producgdo animal por ser um produto natural e apresentam varios
compostos quimicos, principalmente flavonoides indicados como principais responsaveis pela
atividade antimicrobiana (Bankova et al., 1992; Park et al., 1998; Park et al., 2000). Além
disso, sua ac¢do bacteriostatica sobre a maioria das bactérias Gram-positivas e algumas Gram-
negativas, aparentemente pela modificacdo do status bioenergético da membrana bacteriana e
inibicdo de sua motilidade, remete a atividade dos aditivos ion6foros (Mirzoeva et al., 1997).

A agdo da propolis sobre as populagdes de ciliados do ramen ainda nao esta elucidada.
Broudiscou et al. (2000) observaram que a propolis sobre a fermentacdo ruminal in vitro nao
alterou o numero de ciliados do rumen. Resultado semelhante foi observado por Ozturk et al.
(2010). Ja Rispoli et al. (2009) constataram que o produto a base de propolis LLOSC1 com

0,018 mg/g" de flavonodides medidos em crisina reduziu apenas as populagdes de ciliados no
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ramen de bufalos, enquanto que em bovinos as populagdes de ciliados nao foram afetadas
pela adicdo dos produtos a base de propolis LLOSC1 e LLOSA2 com concentracdes de
flavonoides de 0,018 mg g € 0,001 mg g’ respectivamente.

Visando contribuir para os estudos da propolis como uma alternativa na substituicao
da monensina, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar as populagdes de
protozoarios ciliados no ramen de novilhos alimentados com dieta adicionada de monensina

ou de produtos a base de propolis LLOS.

MATERIAL E METODOS

1 LOCAL E ANIMAIS

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI), pertencente
a Universidade Estadual de Maringa, PR, no periodo de outubro de 2008 a fevereiro de 2009 e
conduzido de acordo com as normas do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo, desta instituicdo, conforme parecer de aprovacdo numero 019/2008. As
amostras foram analisadas no Laboratério de Protozoologia do Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncias Biologicas — Comportamento e Biologia Animal, pertencente a Universidade
Federal de Juiz de Fora, UFJF, no periodo de novembro de 2009 a fevereiro de 2010.

As coletas do contetido ruminal foram obtidas de cinco novilhos mestigos, castrados,
com idade aproximada de 12 meses e peso médio de 295+12 kg. Os animais foram
submetidos a intervencdo cirirgica para a implantagdo de canulas no rimen e mantidos em
baias individuais de 10 m?, cobertas, providas de comedouro e bebedouro, com piso de

concreto, € com as laterais fechadas com madeira.

2 DIETAS

A dieta basal fornecida aos animais foi composta de 47% de silagem de milho ¢ 53%

de concentrado formulado a base de milho moido e farelo de soja (Quadro 1), com base na
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matéria seca (MS), além de mistura mineral-vitaminico. A dieta foi balanceada, de acordo
com o National Research Council - NRC (2000), para atender as exigéncias de mantenca e
crescimento (0,35 kg/d) dos animais, porém, a ingestdo da racdo foi restrita a 2,1% do peso

corporal.

Quadro 1. Composic¢do dos ingredientes e da dieta basal.

Dieta (% matéria seca) 47 43,4 7,29 0,93 1,75 100
Matéria seca 26,56 89,52 91,03 99,00 100,00 42,42
% da matéria seca
Matéria organica 95,93 98,99 92,99 94,88
Proteina bruta (PB) 7,19 8,15 49,58 2749 13,10
Fibra em detergente neutro 58,82 8,51 13,60 29,52
FDNcp? 48,70 27,58
Fibra em detergente acido 14,18 2,75 7,87 15,95
Extrato etéreo 2,46 3,46 2,28 2,83
Matéria mineral 4,07 1,10 7,01 100 5,90
Carboidratos totais 86,25 87,29 41,12 81,46
Carboidratos nio fibrosos 34,41 78,78 27,52 52,41
PIDN? (% da PB) 32,70 8,17
PIDA* (% da PB)) 31,30 8,09
Nutrientes digestiveis totais 66,8
Energia digestivel (Mcal/kg) 3,92
Energia metabolizavel (Mcal/kg) 3,22

'Composigdo por kg de produto: Ca —90 g; P — 65 g; Na— 145 g; S — 4,69 g; I — 60 mg; Mn — 1050 mg; Se — 10 mg; Zn — 2880 mg; Cu —
1200 mg; Fe — 1500 mg; Co — 80 mg. 2FDNcp = Fibra em Detergente Neutro corrigido para Protefna ¢ Cinzas; *PIDN = Protefna insolavel
em detergente neutro; ‘PIDA = Proteina insolivel em detergente acido.

Foram testadas dietas sem aditivos, ou com monensina ou produtos a base de propolis
LLOSBI1+, LLOSC1+ ou LLOSCI1++, cada produto contendo respectivamente 0,022; 0,036 e
0,054 mg/g de flavonoides totais medidos em crisina, por dose didria (Prado, 2005). Os
produtos a base de propolis LLOS foram produzidos no Laboratério de Farmacotécnica da
UEM, conforme Franco & Bueno (1999), e estdo patenteados como propriedade intelectual no
PI 0605768-3. Os produtos LLOS utilizados no presente trabalho apresentam a mesma
dilui¢do alcodlica (1) e diferem na concentragdo de propolis (B < C) e dosagem (+ < ++).

Os extratos de propolis foram secos em spray dryer, assim apresentavam-se na forma
de po, e o fubd de milho foi usado como excipiente, de forma que as doses didrias ficassem
contidas em 10 g de produto final (extrato + excipiente). A monensina sédica foi fornecida
através de um produto comercial (Rumensin® - 100, Elanco), na dose de 200 mg/animal/dia.
As dietas experimentais foram fornecidas aos animais duas vezes ao dia, em duas porc¢des
iguais, pela manha (8 horas) e a tarde (16 horas), sendo o concentrado e o volumoso

misturados no momento do fornecimento. Os aditivos referentes a cada dieta foram inseridos
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diretamente no rimen no momento de cada alimentagdo em cada turno, sendo lg de

monensina e 5g de extrato de propolis LLOS (Desenho 2).

Desenho 2. Aditivo sendo inserido diretamente no ramen.

3 DELINEAMENTO E ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi realizado em delineamento quadrado latino 5X5 com cinco
periodos de 21 dias, mantendo-se intervalo de seis dias entre cada periodo, com o intuito de
minimizar os efeitos residuais da dieta anterior. Foi considerada a média das subparcelas de
tempo. As andlises estatisticas das variaveis foram interpretadas de acordo com Ayres et al.
(2007) e as médias foram submetidas a analise de variancia Kruskal-Wallis e teste de medidas

Student-Newman-Keuls com probabilidade de 5%.

4 COLETAS DO CONTEUDO RUMINAL

As coletas de conteudo ruminal para verificagdo do pH e para a contagem de
protozoarios ciliados foram realizadas 15 dias ap6s o inicio do fornecimento das dietas
experimentais aos animais. No momento da coleta foram retiradas amostras de contetudo
ruminal antes (0 hora) do fornecimento das dietas experimentais aos novilhos, 3 e 6 horas

depois.
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O contetdo ruminal coletado para andlises quantitativas dos protozoarios ciliados foi
filtrado em tecido gaze e espremido manualmente. As amostras foram fixadas em igual
volume de formalina a 18,5%, seguindo proposta de Dehority (1984) com modificagdes de
D'Agosto & Carneiro (1999). O liquido ruminal foi armazenado em recipiente plastico vedado
e identificado. A quantificagdo e a identificacdo foram realizadas em camara de contagem
Sedgewick-Rafter em 100 campos independentes. O procedimento para identificagao foi
baseado em Ogimoto & Imai (1981). O valor de pH ruminal foi aferido imediatamente apds a

obtencao das amostras de liquido ruminal, utilizando um pHmetro digital Tecnal TEC- 3MP.

RESULTADOS

Os géneros observados da subfamilia Diplodiniinae foram analisados em conjunto e
estdo referidos como Diplodiniinae, por representarem menos de 2% do total de ciliados
observados. Pelo mesmo motivo, os géneros Dasytricha e Isotricha foram analisados em

conjunto e estdo referidos como Isotrichidae (Quadro 2).

Quadro 2. Protozoarios ciliados observados no rimen de novilhos alimentados com dieta adicionada de
monensina ou produtos a base de propolis LLOS.

Familia Subfamilia Géneros
Blepharocorythidae Charonina (Strande, 1928)
Isotrichidae Dasytricha (Stein, 1859)

Isotricha (Schuberg, 1888)
Ophryoscolecidae Entodiniinae Entodinium (Stein, 1859)

Diplodinium (Schuberg, 1888)
Polyplastron (Dogiel, 1927)
Diplodiniinae Eodinium (Kofoid & Maclennan, 1932)
Diploplastron (Kofoid & Maclennan, 1932)
Elytroplastron (Kofoid & Maclennan, 1932)

A ocorréncia dos géneros de ciliados observados e a densidade das populacdes
variaram conforme os hospedeiros e dietas. Apenas o género Entodinium foi observado em
todos os animais e em todas as dietas, sendo o género predominante representando acima de
97% da densidade total de ciliados (Quadro 3). As populacdes de Entodinium diminuiram
numericamente com a adi¢cdo dos aditivos, sendo esta queda mais acentuada na adigdo da

monensina, entretanto, essas alteracdes nao foram significativas (H= 5.35, p= 0,25). A
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densidade total de protozodrios ciliados foi préxima a densidade de Entodinium e, da mesma

maneira, o numero total de ciliados nao foi alterado (H= 5.47, p= 0,24) (Quadro 3).

Quadro 3. Densidade média e desvio padrao (DP) de Entodinium, Charonina, Isotrichidae, Diplodiniinae (n x
10* ciliados/mL) e pH no ramen de novilhos alimentados com dieta adicionada de monensina ou de produtos &
base de propolis LLOS

Protozoarios Dietas
Ciliados
(nx 10* . . . . . (p)
A Sem Aditivo Monensina LLOSBI1+ LLOSC1+ LLOSCI1++ Kruskal
ciliados/mL) ., .
Variavel -Wallis
Média 350,82 237,05 331,80 289,60 264,19
Entodinium % 98,85 98,30 97,78 98,44 97,64 0,25
DP 161,20 120,40 146,90 127,10 79,30
Média 0,53 0,08 0,02 0,05 0,03
Charonina % 0,15 0,03 0,01 0,02 0,01 0,86
DP 1,30 0,10 0,10 0,10 0,10
Média 1,67 0,64 5,19 1,00 5,37
Isotrichidae™ % 0,47 0,27 1,53 0,34 1,98 0,20
DP 2,40 1,00 10,00 2,10 9,00
Média 1,80 3,38 2,32 3,56 1,00
Diplodiniinae™ % 0,51 1,40 0,68 1,21 0,37 0,11
DP 1,78 4,08 2,13 4,58 1,00
Média 354,82 241,15 339,33 294,21 270,59
Total 0,24
DP 162,30 122,20 148,80 127,60 83,60
Média 5.95 5.90 5.95 5.93 6.01
pH 0,69
DP 0,50 0,50 0,30 0,20 0,40

"Produtos a base de extrato de propolis: LLOSB1+ = 0,022mg/g; LLOSC1+ =0,036mg/g; LLOSCIl++ = 0,054mg/g de
flavondides totais em crisina segundo Prado (2005). “Isotricha e Dasytricha agrupados. *Eodinium, Diploplastron,
Polyplastron, Metadinium, Diplodinium e Elytroplastron agrupados. p > 0,05 = ndo significativo.

Assim como nas populagdes de Entodinium, ndo foram observadas alteragdes nas
populagdes de Charonina (H= 1.29, p= 0,86), Isotrichidae (H= 5.86, p= 0,20), Diplodiniinae
(H=5.05, p=0,11) em relacao as dietas. Em relacdo aos tempos de amostragem, foi verificado
que a densidade total de ciliados registrados demonstrou tendéncia a queda entre trés e seis
horas apds a alimentagdo com os aditivos (Desenho 3), porém esse efeito ndo foi significativo

em nenhuma dieta (H= 10.46, p= 0,08).
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Desenho 3. Densidade total de protozoarios ciliados (n x 10* ciliados/mL) no rimen de bovinos recebendo dieta
com monensina ou produtos a base de propolis LLOS nos tempos de amostragem.

Produtos a base de extrato de propolis: LLOSB1+ = 0,022mg/g; LLOSCI1+ =0,036mg/g; LLOSCIl++ = 0,054mg/g de
flavondides totais em crisina, segundo Prado (2005).

Os valores de pH ruminal ndo foram alterados (H= 2.22, p= 0,69) com a adi¢cdo da
monensina ou dos produtos a base de propolis LLOSB1+, LLOSCI1+ ¢ LLOSCI1++ (Quadro
3). Foi observado, entretanto, varia¢gdes do pH ruminal entre os tempos de amostragem. O pH
ruminal diminuiu nos instantes de 3 e 6 horas ap6s o fornecimento da dieta, independente do

aditivo e de sua dosagem (H= 12.63, p< 0,05) (Desenho 4).

= Sem aditivos === Monensina === LOSB1+ === | LOSC1+ === LLOSC1++

pH ruminal

Horas

Desenho 4. pH ruminal de bovinos recebendo dieta com monensina ou produtos a base de propolis LLOS nos
tempos de amostragem.

Produtos a base de extrato de propolis: LLOSB1+ = 0,022mg/g; LLOSCI1+ =0,036mg/g; LLOSCIl++ = 0,054mg/g de
flavondides totais em crisina, segundo Prado (2005). " p< 0,05 entre 0 e 3 horas e entre 0 € 6 horas.
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DISCUSSAO

O género Entodinium ¢é geralmente o mais representativo no ambiente ruminal de
bovinos, independente da suplementacdo de aditivos (D'Agosto et al., 1998; Rispoli et al.,
2009; Gomes et al., 2010). Os ciliados da ordem Entodiniomorphida ingerem
preferencialmente carboidratos insoluveis suspensas no fluido ruminal, sendo encontrados em
maior nimero quando a dieta fornecida a bovinos ¢ volumosa, ja os ciliados da familia
Isotrichidae ocorrem em maior numero quando a dieta fornecida a bovinos ¢é rica em
concentrado, pois esses ciliados tém grande capacidade de ingerir carboidratos soluveis e
granulos de amido (Kozloski, 2002). Entretanto, muitas espécies do género FEntodinium
apresentam grande capacidade de ingerir particulas de amido, sendo consideradas amiloliticas
(Franzolin & Dehority, 1996a).

No presente estudo, a predominancia do género Entodinium foi observada na dieta
sem aditivos, indicando que a presenga dos aditivos avaliados ndo influenciou neste efeito
que, dentre outros fatores, pode estar relacionado a dieta concentrada (50%) ou pelo fato
desse género apresentar maior nimero de espécies. Contudo ¢ importante ressaltar que os
ciliados do género Entodinium apresentam diferentes caracteristicas anatdmicas, fisioldgicas e
bioquimicas, podendo apresentar papel diverso na microbiota ruminal (Willians & Coleman,
1992). A densidade total de ciliados foi proxima da densidade das populacdes de Entodinium,
justamente por esse género ter representado mais de 97% em todas as dietas.

Os resultados encontrados para os ciliados em relacao a adicdo da monensina foram
semelhantes aos relatados por Martinele ef al. (2008b), Karnati et al. (2009), Rispoli et al.
(2009) e Ortolan et al. (2010), onde as populacdes de ciliados ndo se alteraram com a inclusdo
desse aditivo na alimentacdo de bovinos. Ja Guan et al. (2006) constataram efeito redutor da
monensina sobre os ciliados no raimen de novilhos submetidos a dietas com 80% de
concentrado, no entanto, esse efeito redutor foi apenas tempordrio, pois foi verificado que
apos trés semanas da suplementacdo da monensina as populagdes de ciliados voltavam a seu
estagio inicial.

Dennis ef al. (1986) e Rogers et al. (1997) verificaram que as populagdes de ciliados
diminuem com a exposi¢do inicial & monensina e entre a terceira e sexta semana retornam ao
nimero de pré-suplementagdo do aditivo, indicando que esses microrganismos podem se
adaptar ao uso de iondforos. Uma possivel explicacdo sobre o fato de a monensina nao ter

alterado as populacdes de ciliados ruminais ¢ a forma como o trabalho foi conduzido. Ortolan
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et al. (2010) salientaram que o curto periodo experimental delineado pelo quadrado latino,
com um periodo de 28 dias, pode ter influenciado na auséncia de efeito da monensina sobre as
populacdes de ciliados no rimen de bovinos. O mesmo delineamento também foi adotado nos
trabalhos de Valinote et al. (2005), Martinele et al. (2008b), Karnati et al. (2009) e Rispoli et
al. (2009), onde nao foram observados variacdes das populacdes de ciliados no rimen de
bovinos ¢ ovinos com a adi¢ao de monensina na dieta.

Assim como as bactérias Gram-positivas, os protozodrios ciliados e fungos também
sdo sensiveis a a¢do da monensina por ndo possuirem membrana protetora externa (Dennis ef
al., 1986). Desta forma, era de se esperar que a monensina provocasse alguma alteracdo nas
populagdes de ciliados, principalmente, os amiloliticos como os Entodinium, uma vez que
este género ¢ predominante em dietas com alto teor de concentrado, o que ndo foi observado
no presente trabalho, indicando que o grau de sensibilidade 2 monensina pode variar de
acordo com o género de protozoario ciliado (Rogers et al., 1997; Arakaki et al., 2000; Karnati
et al., 2009; Kisidayova et al., 2009).

Assim como observado na dieta contendo monensina, os aditivos a base de propolis
ndo alteraram as populagdes de ciliados no rimen de bovinos, concordando com os trabalhos
realizados com bovinos (Rispoli et al., 2009) e ovinos (Broudiscou et al., 2000; Oeztuerk et
al., 2010 e Ozturk et al., 2010). A redugdo ou inibi¢do dos ciliados seria interessante para a
produtividade animal uma vez que esses microrganismos diminuem a liberagdo de metano,
desviando equivalentes redutores de metano para a sintese de propionato no rumen (Ozturk et
al., 2010).

O pH ruminal dos bovinos recebendo as diferentes dietas ndo variou, concordando
com os trabalhos realizados por Gomes et al. (2010), com monensina e Lana et al. (2005),
Lana et al. (2007), Rispoli et al. (2009) e Ozturk et al. (2010), com propolis. Contudo,
pequenas variagdes no pH ruminal podem alterar totalmente a microbiota ruminal, sendo um
importante dado no aspecto fisioloégico do hospedeiro.

Segundo Russell & Dombrowski (1980) o crescimento das principais bactérias
celuloliticas pode ser comprometido em pH ruminal em torno de 6,0 a 6,1, e totalmente
inibido em valores abaixo de 5,9. Quando os ruminantes sdo alimentados com elevadas
propor¢ao de volumoso na dieta, o pH ruminal ¢ geralmente entre 6,9 ¢ 7,0, mas quando a
dieta oferecida ¢ rica em concentrado, o pH ruminal tende a diminuir (Slyter, 1976). Além
disso, os ion6foros sdo capazes de diminuir a producio de acido lactico, uma vez que inibem

o crescimento das populagdes microbianas Gram-positivas, principais responsaveis pela



38

formagdo desse tipo de acido (Russell & Wallace, 1997), o que contribui para a elevacido do
pH.

A variacdo do pH ruminal durante os tempos de amostragem coincidem com o0s
trabalhos realizados por Franzolin & Dehority (1996a) e Coalho et al. (2003), onde o pH
ruminal diminui entre duas a seis horas ap6s o fornecimento de alimento ao animal, o que
segundo Dehority (2003) corresponde ao méximo de produgdo de acidos resultantes da
atividade fermentativa, a qual acarreta o decréscimo da densidade total de protozodrios
ciliados. No presente estudo foi observado que a densidade total de ciliados no rimen de
bovinos recebendo aditivos monensina e produtos a base de propolis ndo se alteraram entre os
tempos de amostragem (0, 3 e 6 horas) discordando dos resultados obtidos por Franzolin Neto
et al. (1991) e Nogueira Filho et al. (1998) onde as populacdes de ciliados do rumen de
bovinos, exceto os isotriquideos, apresentam aumento de densidade no momento da
alimentacdo seguido de decréscimo nas horas subsequentes, tornando a aumentar antes do

fornecimento da proxima alimentacao.
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SECAO II

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE MONENSINA OU PROPOLIS EM CURTO
PRAZO SOBRE AS POPULACOES DE CILIADOS NO RUMEN DE BOVINOS

O rimen representa um ecossistema complexo e dinamico por apresentar
microrganismos com a caracteristica de se adaptar as variagdes do ambiente ruminal impostas
principalmente por mudang¢a na dieta dos animais (Kozloski, 2002). A fermentacdo de
alimentos no rimen ¢ catalisada por uma comunidade densa e diversa de microrganismos
anaerobios, incluindo bactérias, fungos e protozoarios ciliados e flagelados (Arcuri et al.,
2006). Existe um crescente interesse na utilizacao de novas tecnologias para modificar o papel
desempenhado por esses microrganismos, com o objetivo de melhorar a eficiéncia de
utilizagcao dos nutrientes.

O principal efeito da adicdo de ionoforos a dieta € a alteragdo da fermentacdo ruminal.
Nao s6 as bactérias Gram-positivas s3o sensiveis a monensina, os protozodrios ciliados
ruminais também apresentam essa caracteristica (Dennis ef al. 1986) e sua reducdo ¢
importante para a produtividade animal e para o meio ambiente, uma vez que os ciliados
contribuem para a metanogénese, através do fornecimento de H, produzido durante a
fermentagdo dos carboidratos (Willians & Coleman, 1997). Quando grupos especificos de
microrganismos que contribuem na metanogénese ou que causam desanimacdo excessiva de
aminoacidos sdo inibidos, mais energia e nitrogénio sdo disponibilizados para o hospedeiro,
melhorando o desempenho do animal (Russell & Mantovani, 2002).

O tempo de suplementagdo da monensina nas dietas de ruminantes tem apresentado
relevancia em se tratando de alteragdes nas populacdes de ciliados. Segundo Rogers et al.
(1997) a suplementacdo de monensina em dieta concentrada fornecida a ovinos durante o
periodo de 19 dias reduziu em 70% o niimero total de ciliados e 50% no periodo de 96 dias de
suplementagdo desse iondforo. Guan et al. (2006) verificaram que a adi¢do de monensina
reduziu as populacdes de ciliados do raimen e que as mesmas foram restauradas em trés
semanas de suplementacdo nos bovinos recebendo alto teor de concentrado (70%), e seis
semanas de suplementacdo nos bovinos recebendo baixo teor de concentrado. Arakaki et al.
(2000) observaram aumento no nimero total de protozoarios ciliados no raimen de novilhos

recebendo monensina durante 124 dias.
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Garcia et al. (2000) verificaram que o numero total de ciliados reduziu apos a adi¢do
da monensina durante 18 dias na dieta de ovinos. KiSidayova et al. (2009) observaram a
diminui¢do das populagdes de ciliados in vitro apdés 12 dias de suplementacdo com
monensina. Neto et al. (2009) constataram a queda das populagdes de ciliados no rimen de
vacas ndo-lactantes apos 20 dias de suplementagdo da monensina. J& Gomes et al. (2010)
observaram a diminuicdo das populagdes de ciliados apos 20 dias da suplementacdo da
monensina na dieta fornecidas a novilhos Nelore. Ozturk et al. (2010) verificaram que a
adi¢do de monensina por 28 dias sobre a fermentacdo ruminal in vitro de ovinos provocou
reducdo na contagem total de ciliados do ramen. Entretanto, ndo foi avaliado nos trabalhos
relatados o efeito da monensina ao logo de todo o experimento sobre as populagdes de
ciliados do rimen.

A propolis contém compostos antimicrobianos e vem sendo testado em substitui¢ao da
monensina como aditivo alimentar, porém, seu efeito sobre as popula¢des de ciliados do
rumen ainda € pouco estudado. Os poucos trabalhos existentes na literatura relatam que a
propolis ndo altera as populagdes de ciliados no raimen (Broudiscou et al., 2000; Ozturk et al.,
2010; Oeztuerk et al., 2010), com excegdo do trabalho apresentado por Rispoli et al. (2009),
onde a propolis promoveu redugdo nas populagdes de ciliados no ramen de bubalinos,
enquanto que em bovinos nao houve diferenca entre os tratamentos. No entanto, nenhum
trabalho foi realizado avaliando o impacto da propolis sobre as populagdes de ciliados durante
todo o periodo de suplementacdo. Com base nisso, o objetivo do trabalho foi determinar o
impacto da suplementagdo da monensina ou produtos a base de propolis LLOS em curto

prazo sobre as populacdes de ciliados no rimen de novilhos.

MATERIAL E METODOS

1 LOCAL, ANIMAIS

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI), pertencente
a Universidade Estadual de Maringa, PR, no periodo de outubro de 2008 a fevereiro de 2009 e
conduzido de acordo com as normas do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em

Experimentacdo, desta institui¢do, conforme parecer de aprovagdo numero 019/2008. As
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amostras foram analisadas no Laboratério de Protozoologia do Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncias Biologicas — Comportamento ¢ Biologia Animal, pertencente a Universidade
Federal de Juiz de Fora, UFJF, no periodo de novembro de 2009 a fevereiro de 2010.

As coletas do contetido ruminal foram obtidas de cinco novilhos, castrados, com idade
aproximada de 12 meses e peso médio de 295+12 kg. Os animais foram submetidos a
intervencdo cirargica para a implantacdo de canulas no rimen e mantidos em baias
individuais de 10 m?, cobertas, providas de comedouro e bebedouro, com piso de concreto, e

com as laterais fechadas com madeira.

2 DIETAS

A dieta basal fornecida aos animais foi composta de 47% de silagem de milho e 53%
de concentrado formulado a base de milho moido e farelo de soja (TAB. 1), com base na
matéria seca (MS), além de mistura mineral-vitaminico. A dieta foi balanceada, de acordo
com o National Research Council - NRC (2000), para atender as exigéncias de mantenga e
crescimento (0,35 kg/d) dos animais, porém, a ingestdo da racdo foi restrita a 2,1% do peso
corporal.

As dietas experimentais diferiram somente em relagdo a adi¢do ou ndo de aditivos.
Foram testadas dietas sem aditivos, ou com monensina ou produtos a base de propolis
LLOSBI+, LLOSC1+ ou LLOSCI1++, cada produto contendo respectivamente 0,022; 0,036 e
0,054 mg/g de flavonoides totais medidos em crisina, por dose didria (Prado, 2005). Os
produtos a base de propolis LLOS foram produzidos no Laboratério de Farmacotécnica da
UEM, conforme Franco & Bueno (1999), e estdo patenteados como propriedade intelectual no
PI 0605768-3. Os produtos LLOS utilizados no presente trabalho apresentam a mesma
diluicdo alcodlica (1) e diferem na concentragdo de propolis (B < C) e dosagem (+ < ++).

Os extratos de propolis foram secos em spray dryer, assim apresentavam-se na forma
de pod, e o fuba de milho foi usado como excipiente, de forma que as doses diarias ficassem
contidas em 10 g de produto final (extrato + excipiente). A monensina sédica foi fornecida
através de um produto comercial (Rumensin® - 100, Elanco), na dose de 200 mg/animal/dia.
As dietas experimentais foram fornecidas aos animais duas vezes ao dia, em duas porc¢des
iguais, pela manha (8 horas) e a tarde (16 horas), sendo o concentrado ¢ o volumoso

misturados no cocho das baias. Os aditivos referentes a cada dieta foram inseridos
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diretamente no rimen no momento de cada alimentagdo em cada turno, sendo lg de

monensina e 5g de extrato de propolis LLOS (FIG. 2).

3 DELINEAMENTO E ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi realizado em delineamento quadrado latino 5X5 com cinco
periodos de 21 dias, mantendo-se intervalo de seis dias entre cada periodo, visando assim
minimizar os efeitos residuais da dieta anterior. A ordem como os animais foram inseridos no
delineamento esta disposto no Quadro. 4. Foi considerada a média das subparcelas de tempo.
As analises estatisticas das variaveis foram interpretadas de acordo com Ayres et al. (2007).
Os resultados encontrados para avaliar o efeito dieta x dias foram submetidos a analise de
varidncia Kruskal-Wallis pelo teste de medida Student-Newman-Keuls a 5% E os resultados
encontrados para avaliar o efeito dieta x periodo foram submetidos a analise de varidncia

ANOVA pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quadro 4. Disposicao dos animais no delineamento do quadrado latino durante o experimento.

Period Tratamentos
eriodos Sem aditivos Monensina LLOSBI+ LLOSCI+ LLOSCI++
1 A3 A4 A2 Al AS
2 Al AS A3 A4 A2
3 A4 A2 Al AS A3
4 A2 Al AS A3 A4
5 A5 A3 A4 A2 Al

Al, A2, A3, A4 e AS = ntimeros diferentes indica animais diferentes.

4 COLETAS DO CONTEUDO RUMINAL

As coletas de conteudo ruminal para verificagdo do pH e para a contagem de
protozoarios ciliados foram realizadas antes de iniciar o periodo de coleta (dia 0), ¢ 8, 15 e 21
dias apos o inicio do fornecimento das dietas experimentais aos animais. Em cada dia de
coleta foram retiradas amostras de conteudo ruminal antes (0 hora) do fornecimento das dietas
experimentais aos novilhos, 3 e 6 horas depois.

O conteudo ruminal coletado para analises quantitativas dos protozoarios ciliados foi

filtrado em tecido gaze e espremido manualmente. As amostras foram fixadas em igual
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volume de formalina a 18,5%, seguindo proposta de Dehority (1984) com modificagdes de
D'Agosto & Carneiro (1999). O liquido ruminal foi armazenado em recipiente plastico vedado
e identificado. A quantificagdo e a identificacdo foram realizadas em camara de contagem
Sedgewick-Rafter em 100 campos independentes. O procedimento para identificagdo foi
baseado em Ogimoto & Imai (1981). O valor de pH ruminal foi aferido imediatamente apos a

obtencdo das amostras de liquido ruminal, utilizando um pHmetro digital Tecnal TEC- 3MP.

RESULTADOS

O género Entodinium foi observado em todos os dias de amostragem durante o
experimento, em todas as dietas, sendo o mais representativo com 97% do total de ciliados
registrados. Por esses motivos, as analises da comunidade de protozoarios ciliados nos
bovinos recebendo aditivos em curto prazo foram baseadas neste género.

A adi¢@o de monensina, as populacdes de Entodinium oscilaram durante os 21 dias de
suplementagdo do iondforo (Quadro. 5). Os ciliados apresentaram queda significativa ap6s 8
dias de suplementacdo do ionoforo, restabelecendo-se no dia 15 e tornando a diminuir no final
do experimento (H= 4.92, p< 0,05). Foi observado que independente da suplementag¢do dos
aditivos, as populagdes de Entodinium aumentaram progressivamente nos dias 8 e 15 e
diminuiram nos dia 21 (H= 14.03, p< 0,05) (Quadro. 5).

Em relacao a adi¢do do produto a base de propolis LLOSBI1+ aumentou as populagdes
de Entodinium apos 15 dias de sua suplementacdo (Quadro. 5), no entanto, apds 21 dias foi
verificado efeito negativo desse aditivo sobre os ciliados, que retornaram aos niveis

observados antes (dia 0) e apds 8 dias da adicao do referido propolis (H = 7.94, p< 0,05).
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Quadro 5. Densidade média e desvio padrio (+DP) de Entodinium (n x 10° ciliados/mL) no rimen de novilhos

alimentados com dieta adicionada de monensina ou produtos a base de propolis LLOS sob diferentes dias de
amostragem (0, 8, 15 e 21 dias)

Entodinium (10* ciliados/mL)

D. l * * *
1a Sem aditivos Monensina LLOSB1+ LLOSC1+ LLOSCI1++
0 1,76 2,47 1,99* 2,01 2,24
(+0,98) (+0,76) (+0,99) (=1,19) (£1,04)

3 2,87% 1,79° 2,43%® 2,53 2,34
(+1,10) (£0,77) (x1,17) (£1,55) (£0,98)

15 3,50° 2,37% 3,31° 2,89 2,64
(x1,61) (£1,20) (x1,46) (£1,27) (£0,79)

1 2,51 1,81%® 2,12% 2,61 2,68
(+1,64) (£0,94) (x1,09) (£1,50) (£0,81)

(p <0.05) (p <0.05) (p <0.05) (p=0,19) (p =0,40)

"Produtos a base de extrato de propolis: LLOSB1+ = 0,022mg/g; LLOSC1+ =0,036mg/g; LLOSCIl++ = 0,054mg/g de
flavonoides totais em crisina segundo Prado (2005) 'Dias ap6s o fornecimento das dietas experimentais durante o
experimento. **“Médias seguidas por letras distintas, na linhas, diferem entre si a 5% de probabilidade.

Os produtos a base de propolis LLOSC1+ e LLOSC1++, que se diferenciam apenas na
dosagem, demonstraram o mesmo padrdo de efeito de LLOSBI1+, que possui a concentragao
de propolis menor que os outros produtos a base de propolis, sobre as populacdes de
Entodinium (Desenho. 5), com aumento progressivo nos dias 8 e 15 e queda no dia 21

retornando aos niveis iniciais, porém os valores nao foram significativos (H= 4.66, p=0,12).

= | LOSB1+ === [ OSCI+ === [LLOSCI++

6

Entodinium (10" ciliados/mL;

Dias

Desenho 5. Efeito dos produtos a base de propolis LLOS sobre as populagdes de Entodinium (n x 10°
ciliados/mL) sob diferentes dias de amostragem (0, 8, 15 ¢ 21 dias).

Produtos a base de extrato de propolis: LLOSB1+ = 0,022mg/g; LLOSC1+ =0,036mg/g; LLOSCI1++ = 0,054mg/g de
flavonéides totais em crisina, segundo Prado (2005). " p< 0,05 entre os dias 0, 8, 15 e 21 na dieta com LLOSB1+.

Durante a dieta sem aditivo foi observado que as populagdes de Entodinium se
dividiram em dois grupos distintos, colocando-se como iguais nos periodos 1, 4 ¢ 5 ¢ em

outro grupo, os periodos 2 e 3 (F=4.03, p< 0,05). Em relagdo a adi¢do de monensina na dieta
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dos bovinos foi possivel notar tendéncia a queda das popula¢des de Entodinium durante o
periodo 4 entretanto o efeito ndo foi significativo (F=2.42, p=0,059) (Quadro 6).

As populagdes do género Entodinium ao longo do experimento foram alteradas
durante os periodos experimentais, especialmente com a suplementacdo dos produtos a base
de prépolis LLOS (Quadro 6). Na dieta contendo LLOSB1+ foi observado que as populacdes
de Entodinium aumentaram significativamente no periodo 5 (F= 10.89, p< 0,05). Na dieta
contendo LLOSCI1+ as populagdes se dividiram em trés grupos distintos, em que sdo
considerados iguais nos periodos 1 e 4, periodos 1, 2 e 3 e no periodo 5 (F= 25,26, p< 0,05).
Na dieta contendo LLOSCIl++ ocorreu a formagdo de dois grupos de comunidade de
Entodinium, com separacao entre os periodos 1, 2, 3 e 4 e os periodos 1, 3,4 ¢ 5 (F=2.84, p<

0,05).

Quadro 6. Densidade média e desvio padrio (+DP) de Entodinium (n x 10° ciliados/mL) no rimen de novilhos
alimentados com dieta adicionada de monensina ou produtos a base de propolis LLOS por 21 dias, em diferentes
periodos

Entodinium (10° ciliados/mL)

Periodo . P *
Sem aditivos Monensina LLOSBI+ LLOSCI1+ LLOSC1++
| 3,05° 2,17 2,71* 2,00® 2,38%
(+1,65) (*1,22) (£1,10) (+0,85) (*1,19)
5 2,000 2,22 1,81° 2,620 3,07°
(£0,80) (£0,83) (£1,04) (£1,13) (+0,87)
3 1,72° 2,40 1,71¢ 2,36 2,10®
(£0,93) (£0,80) (£0,60) (x0,51) (£0,87)
A 2,81° 1,39 1,94° 1,06° 2,05%
(*1,38) (20,81) (0,90) (+0,57) (20,41)
5 3,67 2,37 4,00° 4,46° 2,66
(*1,69) (20,86) (0,84) (+1,03) (20,79)
p<0,05 p= 0,059 p<0,05 p<0,05 p<0,05

“Produtos a base de extrato de propolis: LLOSB1+ = 0,022mg/g; LLOSC1+ =0,036mg/g; LLOSC1++ = 0,054mg/g de flavondides totais em
crisina segundo Prado (2005). *>°Médias seguidas por letras distintas, nas linhas, diferem entre si a 5% de probabilidade.

Observando o comportamento das populagdes de Enfodinium durante todo o
experimento foi possivel notar forte ascendéncia das populagdes nos periodos 4 € 5 em todos
as dietas (Desenho 6). A monensina demonstrou a¢do redutora regularmente eficaz sobre os
ciliados durante os periodos 3 e 4. As fortes oscilagdes nas contagens dos ciliados durante as
dietas a base de propolis LLOS indicam indefinicdo da tendéncia, principalmente nos
periodos 1, 2 e 3. Analisando a fase inicial de cada periodo em cada dieta, onde os animais
ndo haviam recebido nenhum aditivo nos dias anteriores, foi possivel verificar que contagens
das populacdes diminuiram em todos os tratamentos, entretanto com varias oscilagdes entre os

dias amostrais (Desenho 6).
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Desenho 6. Comportamento das popula¢des de Enfodinium no rimen de bovinos recebendo dieta com
monensina ou produtos a base de propolis LLOS, utilizando numeros indices, onde 1 representa o valor inicial
de cada periodo.

Produtos a base de extrato de propolis: LLOSB1+ = 0,022mg/g; LLOSC1+ =0,036mg/g; LLOSCIl++ = 0,054mg/g de
flavonoides totais em crisina segundo Prado (2005). 1, 2, 3, 4 ¢ 5= periodos amostrais. 0, 8, 15 ¢ 21= dias de coleta em cada
periodo experimental. 0, 3 e 6 = horas de cada dia experimental
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DISCUSSAO

Os produtos a base de propolis LLOS aumentaram as populagdes de Entodinium nos
dias 8 e principalmente no dia 15, mas somente em LLOSBI1+, com 0,022mg/g de
flavondides totais em crisina, esse efeito foi significativo. O LLOSBI1+ possui menor
concentracdo de flavonodides em relagdo aos outros produtos LLOS, entretanto outros
compostos podem estar atuando sobre as populagdes de ciliados ruminais (Prado et al.
2010b). Rispoli et al. (2009) observaram que a prépolis LLOSCI, com 0,018 mg/g de
flavonoides, também aumentou as populagdes de Entodinium em bovino recebendo dieta com
50% de concentrado a base de milho, entretanto esse aumento ndo foi significativo em
bovinos.

Os entodinios observados em bovinos que receberam os produtos a base de propolis
LLOS apresentaram resultados contrarios aos observados com a adicdo de monensina,
indicando que o modo de ag¢do da propolis sobre as populacdes de protozoarios ciliados pode
ser diferente ao da monensina. Prado et al. (2010b) testando cepas bacterianas tolerantes a
produtos a base de propolis LLOS sugeriram que cepas Gram-positivas sao tolerantes a
propolis e que o seu mecanismo que envolve a inibicdo da RNA-polimerase bacteriana, pode
estar relacionada com a predominancia dessa bactéria. Ja os iondforos atuam, principalmente,
sobre bactérias Gram-positivas, com pouco ou nenhum efeito sobre bactérias Gram-negativas
(Nicodemo, 2001).

Os resultados observados na adi¢do de monensina sobre as popula¢des de Entodinium
durante os dias de amostragem sdo semelhantes aos apresentados por Guan et al. (2006) e
Rogers et al. (1997) que testaram o efeitos da monensina em curto prazo sobre as populagdes
de ciliados no rimen de bovinos e ovinos, respectivamente. Esses autores observaram que as
populagdes de ciliados no rimen diminuiram nas duas primeiras semanas de suplementacao
da monensina a dieta e que na terceira semana as populagdes de ciliados foram restauradas
aos niveis de pré-suplementagdo. Arakaki ef al. (2000) verificaram aumento da densidade
total de ciliados de novilhos recebendo monensina adicionada a dieta, porém essa observagao
foi verificada somente apo6s 41 dias de suplementagdo, sugerindo que a inibi¢do dos ciliados
pelo ionodforo ¢ transitoria e que a adigdo continua da monensina pode resultar na sele¢do de
uma comunidade de protozoarios ciliados resistente.

O aumento das populagdes do género Entodinium observado na dieta sem aditivos

durante os dias 8 e 15 pode ter ocorrido devido ao teor de concentrado na dieta (50%), uma
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vez que muitas espécies do género Entfodinium apresentam grande capacidade de ingerir
particulas de amido, sendo consideradas amiloliticas (Franzolin & Dehority, 1996a).
Resultado semelhante foi relatado por Arakaki ef al. (2000) que durante o periodo de 124 dias
notaram um crescimento nas populacdes de ciliados no raimen de novilhos recebendo dieta
com altos teores de concentrado (50% e 70%) sem a suplementacdo de qualquer aditivo
alimentar.

O efeito de periodo observado sobre as contagens de ciliados do género Entodinium
indica que a rotagdo dos animais no delineamento na sequéncia do quadrado latino pode ter
influenciado no resultado final. Assim como observado por Martinele et al. (2008b), a
variacdo da composi¢ao dos ciliados ao longo dos periodos experimentais permite questionar
se o tempo destinado a adaptacdo dos animais aos aditivos na sequéncia dos periodos
propostos pelo quadrado latino foi suficiente para restabelecer a comunidade de Enfodinium,
principalmente nas dietas contendo a propolis. Sugere-se que a diferenga observada na
comunidade de ciliados ao longo de 21 dias com a adi¢cdo de aditivos ocorreu em fun¢do de
fatores metabdlicos individuais envolvidos, tanto da espécie, como do hospedeiro (Franzolin
& Dehority, 1996b; D'Agosto ef al., 1998; Siqueira & D'Agosto, 2003).

Outro ponto importante observado no comportamento das populagdes de Entodinium
ao longo do experimento foi a forte ascendéncia das populagdes nos periodos 4 ¢ 5, indicando
que o intervalo entre um periodo e outro pode nao ter sido suficiente para minimizar ou inibir
os efeitos residuais da dieta anterior. O sinergismo das dietas pode ter influenciado neste
efeito. No trabalho realizado por Arakaki et al. (2000) foi observado que as populagdes de
Entodinium diminuiram com a adi¢gdo da monensina e levedura isoladamente, porém a
combinacdo dos dois aditivos aumentaram a densidade das populacdes do ciliado, indicando

que o sinergismo entre as dietas precisam ser melhor investigados.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresentou a caracterizagdo e ocorréncia dos protozoarios ciliados
no ramen de bovinos € seu comportamento em curto prazo mediante a agdo dos aditivos
alimentares monensina e produtos a base de propolis LLOS em diferentes concentragdes de
flavonoides. Aspectos relacionados com a influéncia desses aditivos sobre os ciliados foram
abordados, verificando-se que ndo houve alteracdo nas populagdes de ciliados observados
mediante aos diversos tratamentos.

Em relagdo ao impacto dos aditivos durante um curto espaco de tempo sobre as
populacdes verificou-se que os produtos a base de propolis LLOS aumentaram as populagdes
de ciliados ao longo de 21 dias, sendo mais efetivo o produto LLOSB1+. Os produtos a base
de propolis LLOS suplementados em curto prazo ¢ menos efetivo na inibicao das populagdes
de protozoarios ciliados que a monensina, sugerindo que a sensibilidade desses
microrganismos para a propolis seja diferente a apresentada para monensina. Entretanto, o
menor periodo experimental adotado pelo quadrado latino para o presente trabalho pode ter
influenciado os resultados, visto que diferencas nas populagdes de ciliados entre os periodos
foram observadas.

O entendimento da dinamica populacional dos protozoarios mediante a agdo de
propolis como aditivo alimentar pode ajudar nos estudos a cerca desse produto para
substitui¢do da monensina. Entretanto para tal estudo, sugere-se que o delineamento quadrado
latino, muito comumente utilizado nas avaliagdes de parametros ruminais por apresentar
inimeras vantagens como, por exemplo, nimero reduzido de animais e consequentemente
baixo custo com a experimentagdo, seja substituido por outro modelo experimental com
periodos mais longos, onde um grupo de animais seja submetido ao mesmo tratamento
durante todo o experimento, uma vez que o sinergismo dos tratamentos € um aspecto

importante a ser considerado, principalmente em se tratando de microbiota ruminal.
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