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RESUMO

CAMPOS, F. C. Efeito do Bacillus thuringiensis na dieta (degradabilidade ruminal e
digestibilidade aparente) e no desempenho de ovinos. 2014. 92 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2014.

Com este estudo, objetivou-se avaliar o efeito de estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) na
degradabilidade e digestibilidade da dieta, emissdo de gases, microbiota ruminal, parametros
sanguineos e desempenho de ovinos. O estudo foi dividido em 2 experimentos: ensaio in vitro
de producdo de gases para a avaliacdo de 6 diferentes estirpes de Bt (907, 1192, 2036, 2493,
2496 e S1185) e ensaio in vivo com a estirpe selecionada 2036 para investigacdo de possiveis
interferéncias na digestdo e saude dos animais. A simulacdo do ambiente ruminal foi realizada
em garrafas de vidro incubadas a 39 °C por 24 h. O delineamento foi o inteiramente
casualizado com 7 tratamentos (Sem Bt (controle), Bt 907, Bt 1192, Bt 2036, Bt 2493, Bt 2496
e Bt S1185) com 4 repeticdes em duplicata. O processo fermentativo foi avaliado pelos
resultados de matéria seca degradada (MSD), matéria organica degradada (MOD), producéo
liquida de gases totais, producdo liquida de metano e eficiéncia da conversdo de metano.
Produtos da fermentacdo (pH, nitrogénio amoniacal (N-NHs3) e acidos graxos de cadeia curta
(AGCC)) e micro-organismos ruminais (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens, fungos anaerdbicos, arqueas metanogénicas e protozoarios) também foram
estudados. Apenas a estirpe Bt 907 reduziu a MSD e MOD em relagdo ao controle, com
manutencdo da populacdo de F. succinogenes, pois as demais estirpes reduziram a populacédo
desta bactéria. No ensaio in vivo 20 cordeiros Santa Inés com 3 meses de idade e 18 + 3,5 kg
PV foram utilizados e divididos em 2 grupos: 10 animais tratados com 2,5x10° esporos de Bt
2036 por kg PV/d e 10 animais ndo tratados (controle). Estes foram alojados em baias
individuais em delineamento inteiramente casualizado e receberam dieta composta de feno de
capim Tifton-85 (Cynodon spp.) ad libitum e 300 g/animal/d de concentrado, que foi ajustado
de acordo com as exigéncias de crescimento. O periodo experimental in vivo teve duracdo de
63 dias, dos quais 53 compreendeu o teste de desempenho dos animais, com afericdo do
consumo 3 vezes na semana e pesagem quinzenal, e os 10 dias subsequentes destinou-se aos
ensaios de digestibilidade aparente, balanco de nitrogénio, sintese de proteina microbiana e
emissdo de metano entérico. Durante todo o experimento, coletas se sangue foram realizadas
quinzenalmente a fim de avaliar os parametros hematoldgicos (hemaécias, hemoglobina,
hematocrito e leucdcitos) e bioquimicos (glicose, proteinas totais, albumina, aspartato
aminotransferase, ureia e creatinina) dos animais para o diagndstico de possivel intoxicacdo.
Caracteristicas da fermentacdo ruminal também foram investigadas em 3 momentos (inicio,
meio e fim do experimento) sobre as varidveis pH, N-NH3, AGCC, abundancia relativa das
espécies F. succinogenes, R. flavefaciens, populacdes de arqueas metanogénicas, fungos
anaerdbicos e contagem de protozoarios, por meio de coletas de liquido ruminal. Ndo houve
influéncia da estirpe sobre as varidveis estudadas. Conclui-se que na avaliagdo in vitro apenas
a estirpe Bt 907 reduziu a MSD e MOD com manutencdo da populacdo F. succinogenes e no
experimento in vivo a inclusdo de esporos de Bt 2036 na dieta ndo afetou de forma negativa o
desempenho e nem a salde dos ovinos.

Palavras-chave: Balanco de nitrogénio. Esporos bacterianos. Exames bioquimicos.

Fermentacdo ruminal. Metano. Microbiota ruminal. Proteina microbiana.
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ABSTRACT

CAMPQOS, F. C. Effect of Bacillus thuringiensis in the diet (ruminal degradability and
apparent digestibility) and performance of sheep. 2014. 92 f. Dissertacdo (mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2014.

The objective of present study was to evaluate the effect of Bacillus thuringiensis (Bt) strains
on degradability and digestibility of the diet, gas production, ruminal fermentation, blood
parameters and performance in sheep. The study was divided into 2 experiments: in vitro gas
production to evaluate six different Bt strains (907, 1192, 2036, 2493, 2496 and S1185) and in
vivo assay with the selected strain (Bt 2036) to investigate possible interference in digestion
and health of animals. The rumen simulation was performed in glass bottles incubated at 39
°C for 24 h. A completely randomized design with 7 treatments (No Bt (control), Bt 907, Bt
1192, Bt 2036, Bt 2493, Bt 2496 and Bt S1185) was used, with 4 replications in duplicate. The
fermentation process was evaluated using dry matter degradability (DMD), organic matter
degradability (OMD), net gas production, methane output and conversion efficiency.
Fermentation products (pH, ammonia nitrogen (N-NHs), short chain fatty acids (SCFA)) and
ruminal microorganisms (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, anaerobic
fungi, methanogenic archaea and protozoa) were also studied. Only strain Bt 907 reduced
DMD and OMD in relation to the control and F. succinogenes populations were maintained,
whereas other strains of this bacterium population were reduced. An in vivo assay using 20
Santa Ines lambs at 3 months of age and 18 + 3.5 kg BW was carried out. These animals
were divided into 2 groups: 10 animals treated with 2.5x10° spores of Bt 2036 per kg BW/d
and 10 untreated animals (control). These were housed in individual pens in a completely
randomized design and were fed a diet of Tifton-85 (Cynodon spp.) hay ad libitum and 300
g/animal/d of concentrate, which was adjusted according to animal growth. The in vivo
experimental period lasted 63 days, of which 53 included the performance test of the animals,
with measurement of feed consumption three times a week and fortnightly weighing. The
final 10 days was devoted to tests of digestibility, nitrogen balance, microbial protein
synthesis and enteric methane emission. Throughout the experiment, blood was collected
fortnightly to assess hematological parameters (erythrocytes, hemoglobin, packed cell volume
and leukocytes) and biochemical profiles such as (Glucose, total protein, albumin, aspartate
aminotransferase, urea and creatinine) for the diagnosis of possible intoxication. Ruminal
fermentation characteristics were investigated at three times (Initial, middle and end of the
experiment) using pH, N-NHj;, SCFA, microorganism population size (such as F.
succinogenes, R. flavefaciens, methanogenic archaea, anaerobic fungi and protozoa) through
ruminal fluid collections. There was no influence of Bt 2036 on ruminal fermentation
characteristics. It is concluded that, for the in vitro evaluation, only strain Bt 907 reduced
DMD and OMD, with F. succinogenes population being maintained and for the in vivo
studies, the inclusion of Bt 2036 spores in the diet did not negatively affect health and
performance of lambs.

Keywords: Bacterial spores. Biochemical tests. Methane. Microbial protein. Nitrogen

balance. Ruminal fermentation. Ruminal microbiota.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura no Brasil € uma atividade com grande potencial de producéo de carne,
leite, pele e 1. Um dos entraves desta criacdo € a resisténcia anti-helmintica da maioria das
espécies envolvidas em infeccBes parasitérias, fato que afeta ndo apenas a criacdo no Brasil,
mas em qualquer lugar onde esta atividade é relevante.

Esta situacdo deu origem a necessidade de investigacao por metodos alternativos para
controle destas endoparasitoses. Dentre varias alternativas estudadas atualmente o uso de
algumas espécies de Bacillus ssp., em especial Bacillus thuringiensis (Bt), tem sido relatadas
em trabalhos in vitro como sendo toxicas para larvas e adultos de nematoides gastrintestinais
de ruminantes (KOTZE et al., 2005; HU et al., 2010; BALOYI; LAING; YOBO, 2012).

A acdo de Bt estd relacionada a producdo de um esporangio, durante a fase de
esporulacdo, que contém inclusBGes proteicas cristalinas (3-endotoxinas ou proteinas Cry)
toxicas a um grande nimero de insetos (SOBERON; GILL; BRAVO, 2009). Esses cristais,
depois de ingeridos pelo parasita, sdo solubilizados pelo pH alcalino do trato intestinal
liberando fragmentos que se ligam a receptores especificos das células epiteliais do intestino
médio, resultando na lise das células pela formagdo de poros e ocasionando a morte do
parasita (O’GRADY; AKHURST; KOTZE, 2007).

Embora alguns estudos in vivo com a incluséo de estirpes de Bt na dieta de ruminantes
tenham encontrado efeitos promissores, devido a sua inocuidade ao mamifero e acdo anti-
helmintica, poucos relatos da interferéncia deste bacilo na microbiota ruminal, na
degradabilidade da dieta e nos produtos da fermentacdo ruminal sdo descritos. Também,
informacdes sobre possiveis quadros de intoxicacdo, devido a presenca das proteinas Cry,
assim como possivel interferéncia nos processos metabdlicos, nutricionais e de saude dos
animais sdo quase inexistentes. Desta forma, buscou-se no presente estudo avaliar o efeito de
estirpes de Bt na degradabilidade e digestibilidade da dieta, emissdo de gases, microbiota

ruminal, parametros sanguineos e desempenho de ovinos.
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1.1 Objetivos

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar os efeitos dos esporos das

estirpes 907, 1192, 2036, 2493, 2496 e S1185 de B. thuringiensis no ensaio in vitro de
producdo de gases por meio da avaliagdo das seguintes variaveis:

Degradabilidade da matéria seca e organica;

Producéo liquida de gases totais;

Producéo liquida de metano;

Fermentacdo microbiana ruminal, como: pH, concentragdes de nitrogénio amoniacal
(N-NH3) e &cidos graxos de cadeia curta (AGCC);

Populagcdo microbiana ruminal, como: Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus

flavefaciens, fungos anaerdbicos, arqueas metanogénicas e protozoarios.

Esporos da estirpe selecionada no ensaio in vitro (Bt 2036) foram fornecidos na dieta

dos ovinos a fim de avaliar possivel toxicidade, interferéncia nos processos fermentativos do

rumen, digestibilidade e desempenho de ovinos por meio da investigacdo das seguintes

variaveis:

Parametros hematologicos, como: contagem de hemacias e leucdcitos, concentracdo
de hemoglobina e hematdcrito;

Pardmetros bioquimicos, como: concentracdes séricas de glicose, proteinas totais,
albumina, aspartato aminotransferase, ureia e creatinina;

Fermentacdo microbiana ruminal, como: pH, N-NH3; e AGCC;

Populacdo microbiana ruminal, como: F. succinogenes, R. flavefaciens, fungos
anaerobicos, arqueas metanogénicas e protozoarios;

Emissdo de metano entérico por duas técnicas: camaras respirométricas e gas tracador
hexafluoreto de enxofre;

Teste de desempenho;

Digestibilidade aparente;

Sintese de proteina microbiana;

Balango de nitrogénio.



23

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovinocultura no Brasil

Os ovinos foram uma das primeiras espécies a ser domesticada pelo homem com a
finalidade de producdo (13, leite e carne), sendo até hoje de grande importancia para a
sustentacdo da populacdo humana em todo o mundo.

No Brasil, o efetivo de ovinos apurado em 2012 pelo IBGE foi de 16,789 milhdes de
cabecas. A maior concentracdo do rebanho estd no nordeste do Pais com 55,5 %, com
destaque para a Bahia (16,8 %) e Ceara (12,3 %). No Sul do Pais detém 30 % da criacdo de
ovinos, sendo que 24,4 % do efetivo nacional estdo no Rio Grande do Sul (IBGE, 2012).

Dentre as racas criadas na Regido Sul encontram-se as lanadas onde, adaptadas ao
clima subtropical, se obtém os produtos como & e carne. J& na Regido Nordeste 0s ovinos
mais rusticos adaptados ao clima tropical sdo os deslanados, e fornecem a producéo de carne e
peles (IBGE, 2005). Estados como Séo Paulo, Parana e a Regido Centro-Oeste também se
destacam pelo crescimento da criagdo ovina (VIANA, 2008).

Para o sistema agroindustrial da ovinocultura mundial, em termos de valor de
mercado, a carne é o produto de maior significancia atualmente, ao contrario do passado,
quando a 14 era o produto mais rentavel (SORIO, 2010). Cada brasileiro consome em média
0,7 kg de carne ovina por ano, colocando este alimento na 5% posi¢do entre as carnes mais
tradicionais. Mesmo sendo o consumo considerado muito baixo, ao comparar-se com 0
consumo anual do brasileiro de carne bovina (37,4 kg), suina (14,1 kg) e de aves (43,9 kg), o
rebanho ovino das regides sul e nordeste vém se mostrando insuficiente para suprir o mercado
interno brasileiro, abrindo espaco para aumento continuo das importagdes, principalmente do
Uruguai (BRASIL, 2013). Embora tenha potencial para produzir carne de melhor qualidade
do que a importada, de 2000 a 2008 o valor das importac6es brasileiras de carne ovina passou
de 12 milhdes de ddlares para 23 milhdes de délares (SORIO, 2010).

Neste cenario, a ovinocultura brasileira encontra-se em expansdo, mas com muitos
desafios a serem enfrentados. Um deles refere-se a0 manejo de criacdo e as condicdes
climaticas do nosso pais, que exercem grande influéncia em um dos principais problemas na
criacdo de ovinos, as infeccBes parasitarias (AMARANTE, 2008), que vem sendo agravada
pelo crescente quadro de resisténcia dos nematoides aos medicamentos anti-helminticos
tradicionais (FERREIRA et al., 2013).
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2.2 Verminoses em ovinos

Um dos principais entraves no desenvolvimento dessa criagdo sdo as verminoses, que
acometem ovinos em qualquer idade e sexo, causando grandes prejuizos na produtividade do
rebanho devido ao baixo desempenho, perda em peso, redugédo da fertilidade e mortalidade
dos animais (PERRY; RANDOLPH, 1999).

Espécies de nematddeos como Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis, Strongyloides spp., Cooperia curticei e Oesophagostomum colubianum
possuem maior prevaléncia e intensidade de infeccdo e sdo considerados os helmintos de
maior impacto econémico na exploragéo de pequenos ruminantes (AMARANTE et al., 2004),
mas as duas espécies predominantes em regides de clima tropical e subtropical, como o
Brasil, sdo o H. contortus e o T. colubriformis, sendo a primeira a principal espécie parasitaria
em ovinos (ROCHA et al., 2008). A infeccdo ocorre quando o animal ingere larvas infectantes
(L3) presentes na pastagem. A contaminacdo do ambiente ocorre pelos proprios animais
infectados que liberam, junto as fezes, os ovos féerteis dos parasitas que irdo eclodir e se
desenvolver até L3, periodo esse que leva em torno de 7 dias.

O tratamento frequente e o uso indiscriminado e repetitivo dos anti-helminticos em
rebanhos ovinos tem sido a principal medida de controle das verminoses gastrintestinais, no
entanto tém como consequéncia a selecdo de populagdes de vermes resistentes aos diferentes
grupos quimicos utilizados (AMARANTE et al., 1992). Em 2003, em revisdo publicada pela
FAOQO, a resisténcia a anti-helminticos em ovinos foi considerada amplamente disseminada,
constituindo um sério obstaculo para o controle efetivo das infec¢Bes por helmintos.

Os quimioterapicos mais utilizados no tratamento das verminoses em pequenos
ruminantes sdo os benzimidazois, as avermectinas, os imidazotiazois e as salicilanilicidas
(COLES, 2005). Almeida et al. (2010) determinaram o nivel de resisténcia de
H. contortus e T. colubriformis, isolados de ovinos criados em Botucatu e Pratania, aos
grupos de anti-helminticos levamisol, albendazol, ivermectina, moxidectina, closantel e
triclorfom, quando concluiram que os isolados de H. contortus e T. colubriformis mostraram
resisténcia maltipla a todos os grupos de anti-helminticos testados.

Somente o0 uso das drogas anti-helminticas tem se mostrado insuficiente para o
controle das parasitoses gastrintestinais em ovinos, tornando necessaria a exploragdo de novas
solucdes para um controle mais sustentivel. Hoste e Torres-Acosta (2011) postularam em sua
revisdo que a solucdo para o controle das infecgfes parasitarias baseiam-se em 3 principios de

acdo; o primeiro € limitar o contato entre 0 ovino e as larvas infectantes no campo através de
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métodos de manejo de pastagens; o segundo € melhorar a resposta do hospedeiro as infecgdes
baseando na selecdo genética de racas mais resistentes e/ou manipulando a nutricdo dos
animais; o terceiro principio visa o controle das infec¢Ges parasitarias com base em produtos
anti-helminticos ndo convencionais, que possuem a capacidade afetar negativamente a
biologia do parasita ou até elimina-lo. Dentre os véarios produtos anti-helminticos néo
convencionais estudados (taninos, minerais e 6leos essenciais), apresenta-se também o uso
dos esporos do Bacillus thuringiensis (Bt) como uma nova alternativa a ser testada, devido ao
seu efeito nematicida contra pragas urbanas e agricolas (BRAVO et al., 2011).

A integracdo das diferentes ferramentas de controle parece ser um pré-requisito para o
manejo sustentavel das infecgbes gastrintestinais por nematoides de ovinos (HOSTE;
TORRES-ACOSTA, 2011), por isso, é notavel o crescente interesse na busca de novos

métodos alternativos para reduzir a dependéncia nos tratamentos convencionais.

2.3 Uso do Bacillus thuringiensis no controle de verminoses

B. thuringiensis é uma bactéria gram positiva encontrada em quase todo tipo de
ambiente da biosfera, constituindo a maioria da microbiota do solo (LAMBERT,;
PEFEROEN, 1992). Desenvolve-se em condi¢des aerdbicas e, sob certas restricdes, como na
auséncia de nutrientes ou acumulo de metabdlitos indesejaveis, entra em processo de
esporulacdo durante a fase estacionaria (YAMAMOT,; DEAN, 2000) onde produz um
endosporo com inclusdes cristalinas paraesporais constituidas por proteinas Crystal (Cry)
também conhecidas por 8-endotoxinas (Figura 2.1), que sdo toxicas para uma vasta gama de
insetos (O'GRADY; AKHURST; KOTZE, 2007; SOBERON; GILL; BRAVO, 2009) e ainda
esta presente nos atuais transgénicos comerciais e biopesticidas (CAROZZI et al., 1991).

Estes cristais podem representar mais de 25 % do peso seco da célula mée (AGAISSE;
LERECLUS, 1995) e cada cristal pode ser formado por uma ou mais proteinas Cry, que séo
codificadas pelos genes Cry localizados em plasmidios (LERECLUS; DELECLUSE;
LECADET, 1993; COSTA, 2009). Atualmente, existem 428 proteinas Cry descritas, que
estdo classificadas em 55 classes Cry. As toxinas Cry tém sido classificadas de acordo com
sua homologia na sequéncia de aminoacidos, na qual a denominagdo “Cry” apresenta 4
ranques hierarquicos de numeros e letras (maiusculas e mindsculas), como por exemplo,
Cry3Aa2 (PINTO et al., 2009).
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Figura 2.1 — Microscopia de contraste de fase da coldnia de Bt (A); Microscopia eletrdnica do bacilo
esporulado (B) mostrando o endoésporo (bl) e inclusbes cristalinas (b2); Cristais
bipiramidais (C); Cristal cubdide (D). Adaptado de Lima (2010) e Valicente; Souza
(2004)

Embora a maior parte dos estudos sobre a entopatogenicidade dos Bt esteja nas
proteinas Cry, diversas estirpes de Bt vém sendo isoladas no mundo inteiro na busca de
isolados mais efetivos. Diversas linhagens de Bt produzem em adi¢do as endotoxinas, uma
série de outras toxinas que podem ou ndo participar da acdo entomopatogénica, tais como as
proteinas Cytolytic (Cyt), 6-endotoxinas encontradas principalmente em isolados de Bt ativos
contra dipteros (MAAGD et al., 2003), e as proteinas Vegetative Insecticidal Proteins (VIP)
que dividem-se em VIP 1 e VIP 2, ativos para algumas espécies de Coledpteros (ESPINASSE
et al., 2003), e VIP 3 que é ativa contra um amplo espectro de insetos Lepidopteros (YU et al.,
1997). Outros fatores de viruléncia, como as P- exotoxinas, a-exotoxinas, hemolisinas,
enterotoxinas, quitinases, lecitinases e fosfolipases, foram identificados em alguns isolados de
Bt (GUTTMANN; ELLAR, 2000; MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001), entretanto a
exata contribui¢do de cada fator na viruléncia das bactérias é desconhecida.

Descrito pela primeira vez por Berliner em 1911, em homenagem a provincia de
Thuringia na Alemanha, o Bt ja tinha sido isolado em 1901 pelo bi6logo S. Ishiwata como o
agente causal da “sotto-disease”. Em 1908, Iwabuchi o denominou como Bacillus sotto
Ishiwata, que posteriormente foi considerado nome invalido (POLANCZYK; ALVES, 2003).
Tem sido estudada na Europa para controle de Lepiddpteros desde a década de 30 por
apresentar grande toxicidade aos invertebrados sem apresentar efeitos adversos para as

espécies aquaticas e terrestres (WEI et al., 2003).
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Foi de interesse dos Estados Unidos na década de 50 quando o controle de
Lepidopteros de hortalicas e frutas de alto valor comercial passou a ser necessario
(LAMBERT; PEFEROEN, 1992; BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). Em 1998 o Bt
representou em 90 % a 95 % do mercado mundial de bioinseticidas por apresentar alta
especificidade contra insetos das ordens Lepitdoptera, Coleoptera e Diptera (VALADARES-
INGLIS; SHILER; SOUZA, 1998) e, apds o cultivo de plantas transgénicas, em 2005, 24 %
do algoddo cultivado no mundo expressava uma proteina Cry de Bt (JAMES, 2008).
Atualmente tornou-se o inseticida bioldgico mais bem sucedido, representando
aproximadamente 2 % do mercado total de inseticidas (BRAVO et al., 2011), sendo suas
principais utilizacBes o controle de pragas agricolas e o controle de vetores de doencas
humanas.

O efeito nematicida do Bt inicia-se quando um parasito suscetivel ingere os esporos
com as inclusdes cristalinas. Estes cristais sdo prd-toxinas, com massa molecular variando de
130 a 140 kDa, que, ao serem solubilizados em pH alcalino e pelas proteases do trato
intestinal do hospedeiro, convertem-se em polipeptideos de 55 a 65 kDa que sdo toxicos
(MAAGD et al., 2003) e possuem a capacidade de ligar-se a receptores especificos das células
epiteliais do intestino médio da larva, resultando no desequilibrio idnico e osmético, formacao
de poros, lise celular e morte do parasita (O'GRADY; AKHURST; KOTZE, 2007; BRAR et
al., 2007).

A estrutura tridimensional das formas ativas das toxinas Cryl (GROCHULSKI et al.,
1995), Cry2 e Cry3 (LI; CARROLL,; ELLAR, 1991), quando analisadas em cristalografia de
raio X, mostraram-se muito similares, cada uma apresentando 3 dominios. O dominio I,
N-terminal, consiste em 7 a-hélices e participa na insercdo da membrana intestinal e formacéo
do poro. O dominio II, ou B-prisma, apresenta 3 folhas dobradas simétricas, formando as j-
folha. O dominio Il C-terminal consiste em duas B-folha antiparalelas. Estes 2 dominios
estdo envolvidos no reconhecimento dos receptores e ligacao, além do dominio 111 também ter
sido associado a formagéo de poros (MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001) (Figura 2.2).
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Dominio 1T
(estabilidade da proteina)

Dominio I
(formac3o do poro)

Dominio II
(ligagdo ao receptor)

Figura 2.2 - Representagdo da estrutura tridimensional da &-endotoxina Cry3A com
base na estrutura de Li, Carroll e Ellar (1991). O dominio | (azul) esta
envolvido na inser¢do na membrana e formacdo de poros, os dominios Il
(verde) e Il (laranja) estdo envolvidos no reconhecimento e ligagdo ao
receptor. O dominio Il é também responsével pela estabilidade da
proteina

Anteriormente utilizada apenas para controle de pragas, a acdo da toxicidade das
proteinas Cry, produzidas por Bt, vem sendo demonstrada para uma vasta variedade de
organismos, como os nematoides (CAPELLO et al., 2006) e protozoarios (KONECKA et al.,
2007). Algumas é-endotoxinas de Bt ja foram descritas com especificidade aos nematoides e
sdo agrupadas nas classes 5, 6, 12, 13 e 21 sendo caracterizadas pelas proteinas Cry5, Cry®6,
Cry12, Cryl13 e Cry21, respectivamente (PINTO et al., 2009). Estudos in vitro mostraram que
a estirpe 1B-16 de Bt possui 98 % de eficaicia na morte de ovos e larvas de
H. contortus (L"OPEZ-ARELLANO; FLORES-CRESPO; MENDOZA-DE-GIVES, 2002).
Estirpes de Bt com genes Cry5A, Cry5B, Cryl3 presentes mostraram-se altamente tdxicas
para larvas e vermes adultos de parasitos gastrintestinais de ovinos como o H. contortus, T.
colubriformis e O. circumcincta em testes in vitro (KOTZE et al., 2005). Esta maleabilidade
em agir nas diversas fases da vida dos helmintos faz com que o uso do Bt seja muito vantajosa
em comparacgdo as abordagens quimioterapeuticas tradicionais. (SIEGEL, 2001).

Embora a abordagem do Bt para o controle de nematoides gastrintestinais de pequenos
ruminantes seja promissora, poucos relatos sobre a acdo e interferéncia destes esporos, e
proteinas Cry, no metabolismo dos animais foram relatados. Uma investigagdo torna-se

necessaria, a fim de comprovar sua inocuidade aos ovinos e indicar seu uso.
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2.4 Fisiologia do digestdrio dos ruminantes

2.4.1 Fermentacdo ruminal

Os ruminantes possuem a capacidade peculiar em transformar alimentos fibrosos
(celulose) em acidos organicos, aminoacidos e vitaminas que estimulam o seu crescimento,
reproducdo e producdo de carne, leite e 1a (OLIVEIRA; ZANINE; SANTO, 2007). O
desenvolvimento desta grande capacidade digestiva € mérito da relacdo simbidtica
mutualistica que estes animais possuem com micro-organismos ruminais capazes de utilizar a
parede celular dos vegetais e nitrogénio nao proteico como fonte de nutrientes.

A microbiota ruminal sobrevive em sinergismo e antagonismo e € constituida
principalmente de bactérias (10 - 10" células/mL), protozoérios (10* - 10° células/mL),
fungos anaerdbios (10% - 10° zodsporos/mL), virus bacteriéfagos (10° - 10%/mL) (KAMRA,
2005) e arqueas metanogénicas (BAKER, 1999). O animal hospedeiro (ruminante) ndo tem
controle direto sobre o metabolismo destes em seu sistema digestério, mas sdo capazes de
manter as condic¢des ideais para promover o crescimento desta microbiota, favorecendo assim
0 processo fermentativo.

O ramen fornece um ambiente favoravel ao desenvolvimento continuo da populagdo
microbiana pelos seguintes fatores: temperatura entre 38 a 42 °C (média de 39 °C),
anaerobiose, pH variando entre 55 a 7,0 (média de 6,8), manutencdo dos padrbes de
motilidade caracteristicos do segmento ruminorreticular e presenca de micro-organismos
(LANA, 2005).

A fermentacdo em ruminantes é resultado da atividade fisica e microbiolédgica do
rimen, e tem como principais produtos finais a amoénia (NHs), proteina microbiana (PM),
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), vitaminas do complexo B e vitamina K, e produtos
ndo desejaveis para 0 animal e para a microbiota ruminal como o nitrato, gas hidrogénio (H),
gas carbonico (CO,) e metano (CH,4) (OWENS; GOETSCH, 1993).
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2.4.1.1 Sintese de amonia e proteina microbiana

As sinteses de NH; e PM estdo relacionadas aos mecanismos de reciclagem de
nitrogénio. A ureia é a principal forma que os mamiferos excretam compostos nitrogenados
pelos rins, mas, em ruminantes, esta pode ser secretada para dentro do rimen, pelo transporte
direto do sangue para o ramen ou pela degluticéo da saliva rica em ureia (ciclo da ureia), para
ser rapidamente transformada em NH; pela acdo da enzima urease, dando origem ao CO; e a
NH; (BRSKOV, 1992). Determinadas bactérias promovem a combinagdo de NH; com 0s
esqueletos de carbono resultantes da degradacdo dos carboidratos, sintetizando aminoécidos
que sdo utilizados na constituicdo de sua proteina e, que mais tarde, suprira em 50 a 80 % da
proteina absorvida pelo hospedeiro (VALADARES FILHO, 1995).

Geralmente, os alimentos fornecidos aos ruminantes possuem baixo teor de purinas, a
maioria das quais é degradada no rimen como resultado da fermentacdo (CHEN; GOMES,
1995). Desta forma, estima-se que os derivados de purina (DP) que podem ser encontrados
nas excretas urinarias dos ruminantes estdo diretamente relacionados a absorcdo de purinas
microbianas no intestino (PUCHALA; KULASEK, 1992; PEREZ et al., 1996).

Os DP urinarios compreendem a alantoina, o 4cido urico, a hipoxantina e a xantina, e
sua excrecdo é diretamente proporcional a absorcdo de purinas (PUCHALA; KULASEK,
1992; MOORBY et al., 2006). Assim, podem fornecer uma estimativa quantitativa do fluxo
de PM se a razdo entre purina e proteina nos micro-organismos ruminais for assumida como
constante (TAMMINGA; CHEN, 2000).

2.4.1.2 Relacédo acidos graxos de cadeia curta e metano

Outro aspecto importante da fisiologia ruminal é a formacdo dos AGCC pelos micro-
organismos ruminais, pois, sendo energéticos, suprem de 60 a 80 % da energia dietética dos
ruminantes (FURLAN; MACARI; FARIA FILHO, 2011). Os principais AGCC encontrados
no ambiente ruminal sdo os &cidos férmico, acético, propidnico, isobutirico, butirico,
isovalérico, valérico, 2-metil-butirico, hexanoico e heptandico, e sdo produzidos a partir de
pequenas quantidades de compostos organicos, mediante o padrdo microbiano especifico.
Sendo absorvidos continuamente no ramen, os acidos acético, propidnico e butirico sdo os
AGCC predominantes, produzidos principalmente na fermentacdo de carboidratos como

celulose, hemicelulose, pectina, amido e aglcares. O acetato é a principal fonte de energia
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metabolizavel para o ruminante, por ser o principal AGCC produzido no rimen, enquanto que
0 propionato é o principal substrato gliconeogénico, importante para a manutencdo dos niveis
plasmaticos de glicose (BERGMAN, 1990).

A relacdo acetato:propionato (A:P) € principalmente influenciada pela relacdo
volumoso:concentrado das dietas, sendo indicativo do valor nutricional destas (ANTUNES;
RODRIGUEZ; SALIBA, 2011). O excesso de concentrado na dieta favorece a formacéo de
acido lactico favorecendo a queda do pH e inibi¢cdo de micro-organismos importantes para a
digestdo das fibras, entretanto, dietas baseadas em niveis 6timos de concentrado favorecem a
reducdo do H, pela formagéo de propionato, reduzindo assim a relacdo A:P. Em contrapartida,
dietas baseadas em alimentos volumosos favorecem a producdo de &cido acético, aumento da
relacdo A:P e excesso de H, no rimen (ANDRIGUETTO, 2002). Para o re-equilibrio das
condicdes de fermentacdo no rimen, as arqueas metanogénicas utilizam o excesso de H, para
reducdo de CO, transforma-os em CH,, que serd totalmente eliminado pelos processos de
eructacdo e expiracdo, resultando em perdas energéticas que podem variar de 2 a 12 % da
energia bruta consumida (JOHNSON; JOHNSON, 1995) e prejuizo econdmico, uma vez que,
parte da energia fornecida pelo alimento, acaba ndo sendo utilizada pelo animal e é desviada
para o ambiente (REIS; MORAIS; SIQUEIRA, 2006).

Sendo assim, o conhecimento de como ocorre e qudo eficiente é a degradacdo dos
alimentos pelos micro-organismos ruminais € de extrema importancia em estudos de nutri¢éo
para ruminantes. As técnicas in vitro sdo alternativas viaveis, pois sdo capazes de representar
0 processo de fermentacdo que ocorre no rimen e estimam quantitativamente a taxa e o grau

de degradacéo, similar aos resultados obtidos in vivo.

2.4.1.3 Producéo de gases in vitro

A teécnica in vitro de producdo de gases baseia-se na degradacdo dos alimentos pelos
micro-organismos ruminais tornando possivel mensurar o desaparecimento de material no
decorrer do tempo e visualizar a cinética fermentativa, uma vez que esta técnica também
mede a formacdo de subprodutos da acdo microbiana durante o processo de degradacédo
(BUENO, 2002). Desta forma a degradabilidade do alimento é estimada por correlacdo entre a
producdo microbiana de gds e a matéria orgénica fermentada (BERCHIELLI; VEGA-
GARCIA; OLIVEIRA, 2011).
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O ensaio é feito pela simulacdo do ambiente ruminal, utilizando alimentos moidos,
meio anaerdbico e indculo preparado a partir de uma mistura de micro-organismos ruminais
(WILLIANS, 2000). O volume de gases produzidos pode ser aferido por predi¢des do volume
a partir de dados de pressdo, com o uso de um transdutor (THEODOROU et al., 1994).

Embora a técnica in vitro de producdo de gases seja representativa as condi¢des reais
do animal, esta exclusivamente relacionada a fermentagdo que ocorre no rimen e nao a
digestibilidade que ocorre em todo o trato gastrintestinal. Também, ndo considera as
condi¢cdes comportamentais do animal podendo, um alimento, apresentar 6timos resultados
em relagdo a sua degradagdo pelos micro-organismos ruminais, mas ndo ser aceito pelos
animais para o consumo. Sem duvida alguma, a melhor forma de avaliar a introdugdo de um

alimento na dieta do ruminante é pelo ensaio de desempenho animal.

2.4.2 Digestibilidade aparente

Apds os processos fermentativos que ocorrem no rumen, os nutrientes ndo degradados,
como carboidratos, proteinas, gorduras e proteina microbiana, seguem para 0 abomaso e
intestino delgado onde serdo submetidos ao processo de digestdo como nos animais nédo
ruminantes.

Para avaliar estes parametros a metodologia descrita por Tilley e Terry (1963) ainda é
utilizada para predicdo da digestibilidade in vitro, simulando a degradagdo ruminal por 48 h
seguida por digestdo com pepsina e acido fraco (pH 2,0) por 48 h. Entretanto, metodologias in
vivo sd0 necessarias por serem consideradas mais confiaveis.

Os ensaios in vivo sobre digestibilidade normalmente referem-se a digestibilidade
aparente de um alimento (BUENO, 2002), pois é verificada nas fezes a fracdo ndo digerida do
alimento acrescida da porcdo metabdlica representada principalmente pelas secrecGes
enddgenas, contaminagdo por micro-organismos e descamacdes do epitélio (BERCHIELLLI;
VEGA-GARCIA; OLIVEIRA, 2011).

2.5 Bacillus thuringiensis na dieta de ruminantes

Relatos da interferéncia de estirpes de Bt no metabolismo de roedores pela adi¢do na

dieta sdo amplamente encontrados devido as extensas pesquisas na area de organismos
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geneticamente modificados (BISHOP; JOHNSON; PERANI, 1999; OLIVEIRA-FILHO et
al., 2009; LEMOS et al., 2013), entretanto, em ruminantes, estes dados sdo escassos devido a
grande complexidade do seu sistema digestivo. Também, o conhecimento da viabilidade
destas estirpes, esporos, células vegetativas ou toxinas purificadas até a chegada ao local
desejado para sua acdo nos endoparasitas é de extrema importancia nesta area de estudo.

Hadley et al. (1987) estudaram a adicdo na dieta de + 10*? esporos/d de preparagdes
comerciais da variedade de Bt Kurstaki (substancias teste D ou T) em ovinos mesticos
(merino/rambouillet) por 5 meses e ndo encontraram anormalidades clinicas, no consumo ou
ganho em peso, tampouco nos resultados hematoldgicos e bioquimicos. Na necropsia,
amostras de figado, baco, rim, coracéo, pulméo e todas as lesdes de etiologia bacteriana foram
coletadas para exame microbioldgico, além do sangue arterial, colhido pouco antes do abate.
Os autores constataram que todos 0s animais expostos aos bacilos apresentaram auséncia de
qualquer alteracdo patoldgica, sugerindo que o Bt estudado ndo interfere na salde dos ovinos
quando ingerido por via oral.

Em estudos de viabilidade do Bt, Adams e Hartman (1965) estudaram a inclusdo de
células vegetativas (estirpe ATCC 10792) e esporuladas (produto comercial) de Bt Berliner no
ramen de bovinos, pela abertura da fistula, demonstraram decréscimo de 90 % da viabilidade
das células vegetativas ap6s 4 h da inclusdo, semelhante a taxa de células vegetativas de
outras bactérias exdgenas. A contagem e a viabilidade das células esporuladas permaneceram
constantes apds 24 h da inclusdo, demonstrando incapacidade de germinacdo e proliferacéo, e
resisténcia ao ambiente ruminal. Os autores sugerem que grande propor¢do dos esporos de Bt
fornecido na dieta deve sobreviver a passagem do trato gastrintestinal.

Recentemente, Ahmed, Laing e Nsahlai (2013) relataram a reducdo de larvas L3 em
culturas fecais de ovinos merinos alimentados por 7 dias com 10° esporos de
Bt AB2/d por kg de peso vivo (PV), comprovando a resisténcia e viabilidade destes esporos
apos a passagem pelo trato gastrintestinal. No mesmo estudo, ndo houve reducéo na contagem
de ovos por grama destes animais, sugerindo ndo interferéncia dos esporos na fertilidade de
vermes adultos. LApez et al. (2006) relataram atividade biocida de Bt IB-16 com reducdes de
73,8 % e 53,3 % em vermes adultos de H. contortus ap6s 7 e 30 dias, respectivamente, apos a
adicéo por via oral de 0,5 mg/kg PV da toxina solivel em &gua na dieta dos ovinos.

Para tornar viavel o oferecimento de Bt aos animais infectados como método
alternativo no controle de parasitas, mais estudos nesta area sdo necessarios a fim de conhecer

as reais interacoes entre Bt e metabolismo animal.
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3 DEGRADABILIDADE IN VITRO E PRODUCAO DE GASES SOB INFLUENCIA
DE DIFERENTES ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis

Resumo: O efeito da adicdo de esporos de 6 diferentes estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt)
(907, 1192, 2036, 2493, 2496 e S1185) na degradabilidade in vitro e na producdo de gases foi
investigado. A simulagdo do ambiente ruminal foi realizada em garrafas de vidro contendo 5,7
x 10° esporos das diferentes estirpes de Bt, incubadas a 39 °C por 24 h. O delineamento foi 0
inteiramente casualizado com 7 tratamentos: controle sem Bt e as estirpes ja mencionadas em
4 repeticOes (indculos) em duplicata. O processo fermentativo foi avaliado pelos valores de
matéria seca degradada (MSD), matéria organica degradada (MOD), producdo liquida de
gases totais (PGT), producdo liquida de metano (PCHy,), eficiéncia da conversdo de metano
(ECCHa,), pH e pelas concentracGes de nitrogénio amoniacal (N-NHj3) e de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC). As populagdes de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens, fungos anaerdbicos e arqueas metanogénicas foram quantificadas por
Quantitative Polymerase Chain Reaction em tempo real (qPCR), enquanto que o0s
protozodarios foram contados em microscopio de luz. A estirpe Bt 907 levou a diminuicdo da
MSD e MOD em relagdo ao controle, sem interferir na populacdo de F. succinogenes,
enquanto as demais estirpes (Bt 1192, 2036, 2493, 2496 e S1185) reduziram a populagéo
desta bactéria em relacdo ao controle. Com excecdo da estirpe 907, os Bt 1192, 2036, 2493,
2496 e S1185 ndo interferiam na degradabilidade do alimento, na producdo de gases e nos

processos fermentativos analisados pela técnica in vitro de producéo de gases.

Palavras-chave: Esporos bacterianos. Fermentacao ruminal. Metano.
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Abstract: Six different B. thuringiensis strains (907, 1192, 2036, 2493, 2496 and S1185)
were used to evaluate in vitro gas production using a semi-automatic gas production system.
Rumen simulation was performed in glass bottles containing 5.7x10° spores of different
strains of Bt, incubated at 39 °C for 24 h. The design was completely randomized with seven
treatments: control without Bt strains already mentioned in four replications (inoculum) in
duplicate. The fermentation process was evaluated by the dry matter degradability (DMD),
organic matter degradability (OMD), net gas production, methane output, conversion
efficiency, pH, ammonia nitrogen and short chain fatty acids. Ruminal microorganisms (F.
succinogenes, R. flavefaciens, anaerobic fungi, methanogenic archaea and protozoa) were
quantified by qPCR in real time, while protozoa were counted under a light microscope. The
use of the Bt 907 strain resulted in a decrease of DMD and OMD compared to the control
without interfering with the population of F. succinogenes, while other strains (Bt 1192, 2036,
2493, 2496 and S1185) reduced the bacterium population. Except for strain Bt 907, other
strains of Bt (1192, 2036, 2493, 2496 and S1185) did not interfere in the degradability of the

diets, gas production and ruminal fermentation.

Keywords: Bacterial spores. Methane. Ruminal fermentation.
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3.1 Introducao

Em um mundo onde os produtores de ovinos estdo enfrentando problemas crescentes
devido a répida propagacdo da resisténcia a anti-helminticos, a batalha contra os parasitas
gastrintestinais destes ruminantes tornou-se uma tarefa dificil. Como método alternativo de
controle, Bt mostrou-se eficaz com efeito nematicida nas fases de vida livre e adulta de
diversas espécies de endoparasitas (KOTZE, 2005). O mecanismo utilizado neste processo foi
avaliado por Wei et al. (2003) como sendo 0 mesmo mecanismo envolvido no controle de
insetos. Apos a ingestdo dos cristais toxicos, presente nos esporos do bacilo, ocorre a ligacdo
destes em sitios altamente especificos no revestimento intestinal do parasita, formando poros
celulares e a morte por inanicao.

Experimentos in vivo com fornecimento de estirpes de Bt para 0s ovinos sao pouco
relatados devido a alta complexidade do sistema digestorio dos ruminantes. A capacidade
peculiar que estes animais possuem em transformar alimentos fibrosos em compostos
organicos, aminoacidos e vitaminas para suas funcfes vitais, € mérito da relacdo simbiotica
interespecifica que possuem com 0s micro-organismos presentes em seu rimen. A introducéo
de uma nova estirpe bacteriana nesta populacdo ruminal em equilibrio pode afetar a harmonia
existente e repercutir em danos aos micro-organismos e, consequentemente ao estado
nutricional do hospedeiro.

Técnicas in vitro sdo alternativas vidveis por representar determinada condic¢do de
forma similar ao processo in vivo. A técnica in vitro de producdo de gases permite, pela
simulagéo in vitro do ambiente ruminal, medir o desaparecimento de material no decorrer do
tempo, pela quantificagdo dos residuos ap6s a incubacdo, e observar a cinética de
fermentacdo, uma vez que mensura a formacdo de gases da acdo microbiana, como 0s AGCC,
gas carbonico (CO,), metano (CH,) e producdo de massa microbiana, tornando-se uma 6tima
ferramenta para analisar o incremento de substancias ndo naturais do ambiente ruminal.

Sendo assim, utilizou-se a técnica in vitro de producdo de gases para avaliar o efeito
das estirpes 907, 1192, 2036, 2493, 2496 e S1185 de Bt na degradabilidade da dieta, producéo
de gases, possivel toxicidade a populagdo microbiana do rimen e no processo fermentativo

pelos micro-organismos ruminais.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Origem e preparacao dos esporos de Bacillus thuringiensis

Foram utilizados esporos de 6 diferentes estirpes de Bt (907, 1192, 2036, 2493, 2496 e
S1185) pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogénicos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN. Inicialmente as estirpes foram isoladas a
partir de amostras de solo e 4gua (MONNERAT; SILVA; SILVA-WERNECK, 2001) e
cultivadas em meio NYSM (YOUSTEN, 1984) em incubador rotativo a 2.000 rpm, 28 °C,
durante 48 a 72 h (até completa esporulacdo). Em seguida foram observadas em microscépio
de contraste de fases a fresco, para observacao da forma dos esporos e dos cristais. O material
foi liofilizado e conservado em geladeira até 0 momento do uso.

Para o ensaio, foram adicionados 5,7 x 10° esporos diluidos em 100 pL de &gua
destilada em cada unidade experimental com volume de 160 mL.

Esta concentracdo foi proporcional ao recomendado pelo grupo CENARGEN para
experimentacéo in vivo, de 10° esporos para um animal de 40 kg. O volume (em litros) do
reticulo-rimen de um animal de 40 kg foi calculado de acordo com a equacao 1 desenvolvida
por Blunnell e Gillingham (1985) (apud NRC, 2007, p. 8).

Ramen (L) = (0,77 * PV®®") — 3,49 (1)
Onde:
PV = peso vivo (kg)
3.2.2 Local e animais
Este estudo foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Animal (LANA), no Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba, SP,

Brasil. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais

(protocolo n° 2013-23) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.
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Como doadores de indculo foram utilizados 4 ovinos Santa Inés (60 + 2,5 kg PV),
adultos, machos, castrados, providos de canula permanente no rimen, mantidos em pastagem
mista de capins braquiaria (Urochloa decumbens), elefante (Pennisetum purpureum) e aruana
(Panicum maximum Jacg. cv. Aruana), com 500 g/animal/d de suplementacdo concentrada

(70 % milho e 30 % farelo de soja), com acesso livre @ mistura mineral e agua potavel.

3.2.3 Preparacao dos indculos e das estirpes experimentais

Fracdes liquida e solida do liquido ruminal foram colhidas separadamente de cada
animal antes da refeicdo matinal, permanecendo aquecidos em recipientes térmicos (39 °C)
em condicdes anaerobicas. A fracdo liquida foi obtida usando uma sonda de aco inoxidavel
(2,5 mm diametro) anexados a uma seringa de 60 mL enquanto que a parte sélida foi obtida
com o auxilio de uma pinga de cabo longo. No laboratério, volumes semelhantes (50:50) de
ambas as fracdes foram misturadas em liquidificador contendo CO, em seu interior, durante
10 s. A mistura foi filtrada em 3 camadas de tecido de algod&o (fralda) e mantidas em banho-
maria (39 °C), sob ambiente enriquecido de CO,, até 0 momento da inoculag&o.

Cada estirpe de Bt foi incubada em 4 inéculos, sendo que cada indculo foi preparado
pela mistura do conteddo ruminal de 2 animais. Sete garrafas foram preparadas para cada
in6culo (dieta base sem Bt (controle), dieta base + Bt 907, dieta base + Bt 1192, dieta base +
Bt 2036, dieta base + Bt 2493, dieta base + Bt 2496 e dieta base + Bt S1185), representando 0s
tratamentos. O mesmo procedimento foi utilizado para as garrafas em branco (sem dieta base
e sem Bt), que foram utilizadas para célculo de correcdo dos valores de PGT, e para o padrao
interno, composto de feno de capim Tifton-85 (Cynodon spp.). A dieta base foi preparada pela
mistura de 30 % de concentrado, a base de milho e farelo de soja, e
70 % de feno de capim Tifton-85 (Cynodon spp.) moidos em moinho de faca com peneira de
1 mm. Os ingredientes da dieta foram analisados quimicamente para quantificacdo dos teores
de matéria seca (MS), matéria mineral, matéria organica, proteina bruta e fibra em detergente
acido (FDA) de acordo com a AOAC (1995), fibra em detergente neutro (FDN) segundo
Mertens (2002) e lignina (Lig) segundo Robertson e Van Soest (1981). O procedimento para
determinacdo de FDN, FDA e Lig foi de forma sequencial e os resultados bromatoldgicos

encontram-se na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Composi¢do bromatoldgica da dieta base LANA-CENA/USP

Componentes ~ MS* MO PB FDN FDA Lig MM

Feno Tifton  93577° 912,73 142,02 696,08 438,23 97,83 87,27
Concentrado 893,69 961,23 171,83 502,90 62,25 6,06 38,77

'MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em
detergente acido; Lig: lignina; MM: matéria mineral.
*Todos os valores estio expressos em g/kg MS.

3.2.4 Ensaio in vitro de producao de gases

O ensaio in vitro de producéo de gases (THEODOROU et al., 1994) foi adaptado a um
sistema semi-automatico (BUENO et al., 2005; LONGO et al., 2006). Em garrafas de vidro de
160 mL foi adicionado 0,5 g de substrato (dieta base) em saquinhos de determinacéo de fibra
(F57 ANKOM), 50 mL de solucdo nutritiva contendo macronutrientes, micronutrientes e
tamponantes (meio tamponado Menke) mantida em saturacdo de CO,, 25 mL de indculo e
100 pL da solucédo de esporos previamente preparados, deixando um espago para 0 acimulo
de gas de 85 mL (headspace). As garrafas foram fechadas imediatamente com rolhas de
borracha (Bellco Glass Inc., Vineland, NY, USA), agitadas manualmente e incubadas a 39 °C
em estufa de ar forcado (Marconi MAS35, Piracicaba, SP, Brasil) por 24 h. A pressdo das
garrafas foi medida utilizando um transdutor de presséo e registrador de dados (Pressdata 800,
LANA/CENA-USP/Piracicaba-SP) em intervalos regulares de 4, 8, 12 e 24 h. A quantidade
de gases produzidos foi estimada de acordo Bueno et al., 2005 com adaptacdes do LANA

através da equacdo 2:

Volume de gases (mL) = (0,0112 * (presséo medida (psi))?) + (2)
(7,3358 * (pressdo medida (psi)))

Para a determinacgdo de CHy, 2,5 mL foram amostrados das garrafas em cada tempo de
medicao utilizando uma seringa de 5 mL e armazenados num tubo a vacuo de 12 mL. Apo6s
cada amostragem de gas as garrafas foram ventiladas, agitadas manualmente e devolvidas a
estufa. A concentracdo de CH,; foi determinada usando cromatografo de fase gasosa
(Shimadzu GC-2014) equipado com coluna Shincarbon ST 100/120 micro empacotada

(1.5875 mm x 1.0 mm x 1 m) por meio de uma curva de calibragdo com padrdo de metano
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(99 %). O gas de arraste utilizado foi o hélio a um fluxo de 10 mL/min. As temperaturas da
coluna, injetor e detector de ionizagdo de chama foram 60 °C, 200 °C e 240 °C,
respectivamente. A concentracdo de CH, foi determinada de acordo com Longo et al. (2006)

pela equacéo 3:

CHj (mL) = (volume total de gases (mL) + “headspace” (85 mL)) * 3

concentracdo de CH4 (mL/mL)

Os valores de PGT e PCH, foram calculados em relacdo a MS e expressos em mL/g
MS. A ECCH,4 em relagéo ao volume de PGT foi obtida por uma regra de trés, considerando o
PGT como sendo 100 %.

3.2.5 Caracteristicas da fermentacdo e da degradacdo ruminal

Terminado a Ultima coleta de CH,4 (ap0s 24 h) as garrafas foram abertas e 0s saquinhos
foram retirados e tratados com solugdo FDN (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991),
sem o-amilase, a 90 °C por 1 h. Em seguida foram feitas 4 lavagens com agua destilada a 90
°C, seguido por 5 min em acetona, para eliminar qualquer residuo da solucdo. Apds 24 h em
estufa a 105 °C foi determinado o valor da MSD e o valor da MOD foi determinado apds 4 h
em forno mufla a 400 °C.

O conteudo liquido restante das garrafas foi amostrado para caracterizacdo do perfil da
fermentacdo e da microbiota ruminal, ap6s a medicdo do pH em peagametro digital (Tecnal®
modelo TEC-2). Os valores liquidos da liberacdo de N-NHj3; foram analisados pelo método
micro-Kjeldahlj (AOAC, 1995) por destilacdo a vapor com solucdo de tetraborato de sodio
(5 %), coletado em solucéo de &cido bérico e determinado por titulagdo com solugdo de acido
sulfurico (0,01 N). Os AGCC foram separados e quantificados por meio da técnica de
cromatografia gasosa, de acordo com Nocek, Hart e Polan (1987); Palmiquist e Conrad
(1971), com modificagOes na programacéo da temperatura da coluna (temperatura inicial de
115 °C, mantido por 3,20 min, 123 °C mantido por 1,25 min e 126 °C mantido por 5,00 min).
Apbs centrifugacdo do fluido ruminal (11.000 rpm por 30 min a 4 °C), foram coletados 800
pL do sobrenadante e adicionado 100 uL de acido 2-etil-butirico (padrdo interno) e 200 uL de
acido formico P.A. Da mesma maneira, foi preparada a solucdo de padrdo externo contendo

concentragdes conhecidas de cada AGCC (acidos acetico, propidnico, isobutirico, butirico,
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isovalérico e valérico) para calibragdo do integrador. Um microlitro das amostras foi injetado
em cromatdgrafo a gas Shimadzu 2014 acoplado a um detector de lonizacdo de Chama (FID),
com uma coluna GP 10 % SP-1200/1 H3PO,4 80/100 Chromosorb WAW.

3.2.6 Quantificacdo da microbiota ruminal

Para a contagem microscopica do nimero de protozoarios, 2 mL do conteudo restante
das garrafinhas foram misturados a 2 mL de solucdo salina Methylgreen Formalina de acordo
com o procedimento descrito por Dehority et al. (1983).

Em colaboracdo ao LANA, a quantificacdo da abundancia relativa de F. succinogenes,
R. flavefaciens, fungos gerais anaerobicos e arqueas metanogénicas presentes nas amostras de
liquido ruminal do ensaio foi avaliada por meio da técnica de g°PCR no Laboratorio de
Biologia Celular e Molecular, localizado no CENA/USP. Para isso, o conteudo coletado foi
estocado a -80 °C até o momento de sua utilizagdo. A extracdo do DNA total das amostras foi
realizada utilizando o kit comercial PowerLyzer™ PowerSoil (MoBIO), partindo de um
volume de 1,8 mL da amostra, de acordo com as instrucdes do fabricante.

As anélises de gPCR foram realizadas utilizando pares de iniciadores (primers)
especificos (Tabela 3.2) como descrito por Denman e McSweeney (2006); Denman, Tomkins
e McSweeney (2007).

Tabela 3.2 - Primers género e espécie especificos para quantificacdo de bactérias ruminais
através da técnica de gPCR
Populacdes Sequéncia dos Primers (5" a 3')"

F, CGGCAACGAGCGCAACCC

R, CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC

F, CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG
R, CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC
F, GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA

R, CGCCTGCCCCTGAACTATC

F, TTCGGTGGATCDCARAGRGC

R, GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC

F, GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC
R, CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT

Bactérias totais

Ruminococcus Flavefaciens

Fibrobacter succinogenes

Argueas metanogénicas

Fungos totais

IF = Foward; R = Reverso.
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A amplificacdo do DNA foi realizada no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Life Technologies) em solucdo contendo 5 pL do kit SYBER Green ROX
(Invitrogen), 2,5 pmol de cada primer, 1 puL do DNA pré-amplificado e agua ultrapura
(Milli-Q) autoclavada para um volume final de 10 puL. As condicdes de amplificacdo foram:
uma pré-incubacéo a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15's, 60 °C por 30 s
e 72 °C por 30 s, com coleta de dados de fluorescéncia e ao final da reacéo foi incluida uma
curva de melting nas seguintes condi¢des: 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min e 95 °C por 15 s.
Em todas as reacdes foram incluidos controle negativo, usando agua como molde em vez de
DNA. Para cada amostra feitas triplicatas (réplicas técnicas).

Como normalizador foi utilizado o gene 16S DNAr de Bacteria. A abundancia relativa
dos micro-organismos F. succinogenes, R. flavefaciens, fungos e arqueas metanogénicas foi
calculado por meio do método de AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) de acordo com a
equacéo 4:

AACt = ACt (controle) = ACt (tratamento) (4)

Onde:

ACt = diferenca entre Ct (gene alvo) — Ct (gene normalizador)

3.2.7 Andlise estatistica

O delineamento deste experimento foi o inteiramente casualizado com 7 tratamentos e
4 repeticdes (indculos) em duplicata.

As fontes de variacdo foram controladas pela analise de variancia, usando o
procedimento GLM (General Linear Models) do programa computacional SAS versdo 9.2
(SAS Institute Inc., Cary NC, EUA) e as comparagdes das médias foram feitas por PDIFF. O

nivel de probabilidade para aceitacdo ou rejeicdo no teste de hipétese foi de 5 %.
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3. 3 Resultados

O tratamento Bt 907 apresentou reducdo de 7,32 % na MSD e 8,00 % na MOD em
relacdo ao controle, apresentando diferencas significativas (P < 0,05) enquanto os demais

tratamentos n&o diferiram entre si para estas variaveis (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Matéria seca degradada (MSD g/kg) e matéria organica degradada (MOD g/kg)
das diferentes estirpes de Bt na fermentacdo ruminal in vitro

Tratamento variaveis

MSD MOD
Sem Bt 601,35 576,61°
907 557,15° 530,46°
1192 574,57% 548,44
2036 568,16™ 541,19%
2493 578,5% 552,30%
2496 573,69%° 547,50%°
S1185 581,28% 556,46%°

EPM 13,70 14,08

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P < 0,05); EPM = erro padrdo da média.

Os resultados dos tratamentos para as variaveis PGT, PCH; e ECCH,; estdo
apresentados da Tabela 3.4. A PGT nao apresentou diferencas entre os tratamentos (P > 0,05).
Valores da PCH,4 dos tratamentos Bt 2036 e Bt 2493 diferiram entre si com decréscimo de
20,5 % para a estirpe de Bt 2036, entretanto nenhum grupo tratado com Bt diferiu do grupo
controle para esta variavel.

Em relacdo aos valores de ECCH,, as estirpes Bt 2036 e Bt S1185 foram mais
eficientes com reducdo de 1,11 % e 1,31 %, respectivamente, em comparacdo a estirpe
Bt 2493 (P < 0,05). Também, nenhuma das estirpes estudadas diferiu estatisticamente do

tratamento sem Bt.
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Tabela 3.4 - Producdo liquida de gases totais (PGT mL/g MS), producdo liquida de metano
(PCH; mL/g MS) e eficiéncia da conversdo do metano (ECCH; %) das
diferentes estirpes de Bt na fermentacao ruminal in vitro

Variaveis
Tratamento
PGT PCH, ECCH;,
Sem Bt 102,54 570% 5,54 %
907 95,95 4,84% 5,00%
1192 99,99 5,59 % 540%
2036 97,16 4,73 4,72°
2493 101,11 5,95° 5,83°
2496 96,66 5,08 % 5,24 %
$1185 104,50 4,84% 4,52°
EPM 3,25 0,42 0,31

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P < 0,05); EPM = erro padrdo da média.

Em relacdo aos AGCC (Tabela 3.5), apenas a estirpe Bt 2493 apresentou concentracdo
superior do acido isovalérico em relacdo a estirpe Bt 2036, ndo havendo diferencas
significativas entre os demais tratamentos. Os valores da relacdo acetato:propionato (A:P),
maior indicativa do aproveitamento da dieta, apresentaram-se entre 3,05 e 3,28, ndo diferindo
entre os tratamentos (P > 0,05).

Pelos dados de contagem de protozoarios apresentados na Tabela 3.5, observa-se que
ndo houve diferencas entre as estirpes avaliadas e o grupo controle (P > 0,05). Verifica-se
apenas reducdo do nimero de protozoarios da estirpe Bt 2496 em relacdo as estirpes Bt 1192 e
Bt 2493.
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Tabela 3.5 — Variaveis da fermentacdo ruminal in vitro e nimero de protozoarios apos 24 h

de incubacdo em resposta a adicdo de diferentes estirpes de B. thuringiensis

o Tratamentos
Variaveis EPM
SemBt 907 1192 2036 2493 2496 S1185
pH 6,89 690 690 690 688 691 689 0,01

N-NH; (mg/100mL) 40,26 40,16 38,46 40,90 40,37 4048 38,16 1,14
AGCC (mmol/L)

Acetato 4553 47,17 4651 46,84 4726 46,67 4742 0,96
Propionato 14,95 14,63 1447 1442 151 1454 153 0,33
Isobutirato 069 070 069 068 072 069 071 0,01
Butirato 1069 10,66 10,46 10,48 10,93 1046 1121 0,22
Isovalerato 1,99%  202* 1,99* 195° 206" 1,98® 2,04* 0,04
Valerato 087 08 08 08 09 08 08 0,02
Total 7472 76,06 7498 7525 7697 752 7754 041

Relag&o A:P 305 325 324 328 314 322 312 0,06

PTZ (10°/mL) 523 511® 564*° 536 564° 4,63 544%™ 0,29

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P < 0,05); N-NH; = nitrogénio amoniacal;
AGCC = 4cidos graxos de cadeia curta; Relagdo A:P = acetato:propionato; PTZ = protozoéarios; EPM = erro
padrdo da média.

Na Figura 3.1 estdo apresentadas as abundancias relativas da comunidade microbiana
ruminal estudada neste ensaio in vitro.

As estirpes de Bt 1192, 2036, 2493, 2496 e S1185 reduziram em 0,31, 0,52, 0,37, 0,28
e 0,28 vezes, respectivamente, a populacdo de F. succinogenes em comparagdo ao grupo
controle (P < 0,05) enquanto a estirpe Bt 907 foi a Unica que ndo diferiu do controle,
apresentando abundancia relativa igual a 0,87. Ja a populacdo de R. flavefaciens ndo
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos, embora as estirpes de Bt 1192, 2036,
2493, 2496 e S1185 tenham apresentado aumento em relacdo ao tratamento controle.

As populacbes de fungos anaerdbicos e arqueas metanogénicas nao apresentam
diferengas estatisticas entre os tratamentos com e sem Bt e, por isso, ndo sofreram

interferéncia das estirpes estudadas.
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5 Fibrobacter succinogenes > Ruminococcus flavefaciens
4 4
3 31
2 1 2 1
1,008 0, g7ab 1,00 0 96
1 l 0,31¢ 037‘ 023c 023* 1 I
0 0 T
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Fungos anaerobicos

Abundancia Relativa dos Micro-organismos Ruminais
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Tratamentos

Figura 3.1 — Variacdo na Abundéancia Relativa das populagdes de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens, fungos anaerobicos e arqueas metanogénicas ap6s 24 h de incubagdo com base no
método 22 onde AACt é a variagdo de "Ciclos limites", normalizada com populagio de Bacteria
geral do ramen

3.4 Discussao

Os valores de MSD e MOD do tratamento Bt 907 foram menores em relacdo ao
tratamento controle. Fatores que decrescem a digestibilidade de um alimento estdo
relacionados a extensao de lignificacdo da dieta (VAN SOEST, 1994) ou a interferéncias na
microbiota ruminal. Uma vez que todos os tratamentos receberam a mesma dieta base (70 %
volumoso e 30 % concentrado) exclui-se a possibilidade de intervencdo do alimento nesta
situacao.

Grande numero de espécies de micro-organismos pode ser encontrado no rdmen
(KRAUSE; RUSSELL, 1996) e os principais grupos sdo os fermentadores de carboidratos
estruturais, carboidratos ndo estruturais, pectinas, os proteoliticos, facultativos e as arqueas
metanogénicas (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2011). A estirpe Bt 907 foi a Unica que

manteve a populacdo de F. succinogenes em relacdo ao controle sem favorecer o
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desenvolvimento da R. flavefaciens, talvez este fato possa explicar a acdo negativa desta
estirpe na degradabilidade do substrato.

Roger et al. (1990) demonstraram que a adesdo de R. flavefaciens € instantanea e pode
ser comprometida com a remocéo de cétions bivalentes (Mg*? e Ca*?), presenca de derivados
de celulose (metilcelulose e hidroxietilcelulose) e cistina no ambiente ruminal.
F. succinogenes teve a maior porcentagem de células aderidas a celulose apds 25 min de
contato e esta fixacdo foi sensibilizada por altas e baixas temperaturas, altas concentractes
(5 %) de glicose e celobiose, hidroxietilcelulose (0,1 %), lasalocida, monensina, potencial
redox, pH, auséncia de cations monovalentes e a presenca de um inibidor de ATPase de
membrana. Dentre os mecanismos envolvidos na adesdo de R. flavefaciens a interacéo entre o
glicocalix e os cations bivalentes, ligac6es hidrofobicas e enzimaticas foram questionadas, ja
F. succinogenes demonstrou que suas funcdes metabdlicas celulares, proteinas e/ou celulases
produzidas por ela podem desempenhar papel no processo de fixagdo a celulose.

E possivel que as proteinas toxicas de Bt 907 possam ter interferido nos processos de
adesdo das populacgdes de R. flavefaciens, F. succinogenes e outras populagdes de celuloliticas
(como fungos e protozoarios) sem apresentar acdo letal a estes micro-organismos, explicando
assim a continua presenca destas populacdes em relacdo ao controle e o decréscimo da
digestibilidade da MS e MO, processo que merece ser melhor avaliado em trabalhos futuros.

Outra indicativa da possivel intervencdo das toxinas presentes nos esporos de Bt 1192,
2036, 2493, 2496 e S1185 estd na reducdo da populacdo de F. succinogenes destes
tratamentos em relacdo ao controle. Uma vez que as condi¢des de crescimento destes micro-
organismos estavam disponiveis, ou seja, pH entre 6,0 e 7,0, disponibilidades de NH3, acidos
graxos de cadeia ramificada (&c. valérico, &c. isovalérico, ac. 2-metil-butirico e ac.
isobutirico) e acidos fenolicos (ac. fenilacético e ac. 3-fenilpropionico) (YOKOYAMA;
JOHNSON, 1993), acredita-se ter havido acdo letal das toxinas presentes nestas estirpes ou,
como foi discutido anteriormente, intervencdo das toxinas na adesao ao substrato, ao ponto de
causar a morte por “inani¢do” de F. succinogenes.

E importante ressaltar que as estirpes de Bt 1192, 2036, 2493, 2496 e S1185
prejudicaram somente a populagdo de F. succinogenes. Os valores de MSD e MOD destes
tratamentos ndo sofreram prejuizos em relacéo ao controle, sugerindo compensagéo de outros
micro-organismos celuloliticos na degradagdo do substrato. Uma das espécies beneficiadas
pode ter sido a R. flavefaciens que, embora os tratamentos ndo terem apresentado diferencas
significativas, apresentou aumento da populagdo de R. flavefaciens com a diminuicdo da

populacdo de F. succinogenes nos mesmos tratamentos com as estirpes Bt 1192, 2036, 2493,
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2496 e S1185. Outra populacdo que também pode ter aproveitado desta situa¢do sdo a de
fungos anaerobicos devido a sua capacidade fibrolitica elevada (LEE; HA; CHENG, 2000).

Com excecao dos valores de MSD, MOD e da abundancia relativa da populagédo de
F. succinogenes, os demais parametros analisados ndo sofreram interferéncias dos Bt
estudados em relacdo ao grupo controle, entretanto, algumas varidveis apresentaram
diferencas significativas entre os préprios bacilos.

Houve diminuicdo de 17,9 % da populacao de protozoarios do tratamento Bt 2496 em
relacdo aos tratamentos Bt 1192 e Bt 2493. E provavel que as proteinas toxicas presente nos
esporos de Bt 2496 tenham interferido no crescimento dos protozoarios, ao passo que nos
tratamentos com as estirpes Bt 1192 e Bt 2493 esta populacéo tenha se beneficiado. Sabe-se
gue os protozoarios, apesar de poderem digerir a celulose, utilizam acUcares e amido como
principal fonte de energia, que sdo assimilados rapidamente e estocados na forma de
amilopectina ou amido protozoario (WILLIAMS, 1986). Se a quantidade e/ou qualidade das
toxinas presentes nos esporos testados forem indcuas aos protozoarios, € muito provavel que
estes bacilos tenham tornado-se alimento desta populacéo.

Valores de PGT ndo foram influenciados pelas estirpes de Bt e o valor encontrado para
o0 tratamento controle de 102,54 mL/g MS foi semelhante ao encontrado por Abdalla et al.
(2012) de 118 mL/g MS nas mesmas condigdes experimentais, demonstrando coeréncia da
técnica utilizada. As estirpes de Bt 2036 e Bt S1185 apresentaram maior ECCH, em relacédo a
estirpe Bt 2493, entretanto, apenas os Bt 2036 e Bt 2493 diferiram em relacdo aos valores de
PCH,, com decréscimo de 20,5 % para 2036.

Argueas metanogénicas sdo as responsaveis pela producdo anaerdbica de CH4 no
ambiente ruminal e, de acordo com a presenca e disponibilidade dos substratos no rimen, 0s

mecanismos para a producao de CH, podem ser (5, 6 e 7) (PFEFFER, 1979):

Acetato ou metanol — CH4 + CO, 5)
COy,+4H, — CHs+ H,O (6)
Acido formico + 3 H, — CH4 + 2 H,0 (7)

Como a abundancia relativa da populacdo de metanogénicas ndo foi diferente para o0s
tratamentos Bt 2036 e Bt 2493 ¢é provavel que a disponibilidade destes substratos no ambiente
ruminal tenha sido e, por isso, repercutido na PCH,4 destes tratamentos. Acetato, CO, e acido
férmico sé@o alguns dos produtos finais da fermentacéo de bactérias amiloliticas (ANTUNES;
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RODRIGUEZ; SALIBA, 2011) e uma alta fermentacdo de aminoécidos podem favorecer o
acumulo do &cido graxo isovalerato (VARGAS et al., 2001). Maiores (5,95 g/kg MS) e
menores (4,73 g/kg MS) valores de PCH, para os tratamentos Bt 2036 e Bt 2493,
respectivamente, corroboram as concentracdes do acido graxo isovalerato de 1,95 mmol/L
para Bt 2036 e 2,06 para Bt 2493, confirmando possivel associacdo entre estas variaveis. As
concentracdes dos demais AGCC (acetato, propionato, isobutirato, butirato e valerato) néo

apresentaram diferencas entre os tratamentos e ndo foram influenciados pelas estirpes de Bt.

3.5 Conclusédo

Com excecdo da estirpe Bt 907, as demais estirpes de B. thuringiensis (1192, 2036,
2493, 2496 e S1185), nas concentracdes avaliadas, ndo interferiram na degradabilidade do
alimento pela microbiota ruminal, tampouco nos produtos da fermentacdo ap6s 24 h de

incubacdo pela técnica in vitro de producédo de gases.
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4 PARAMETROS SANGUINEOS E RUMINAIS, EMISSAO DE METANO,
DIGESTIBILIDADE APARENTE E DESEMPENHO DE OVINOS TRATADOS COM

Bacillus thuringiensis

Resumo: Pardmetros sanguineos e ruminais, emissdo de CH,4 entérico, desempenho e DA de
ovinos que receberam esporos de Bacillus thuringiensis (Bt) na dieta. Foram utilizados 20
cordeiros Santa Inés (machos e fémeas) com idade média de 3 meses e peso vivo (PV) médio
de 18 + 3,5 kg mantidos em baias individuais em delineamento inteiramente casualizado e
divididos em 2 grupos com 10 repeticSes: animais tratados com 2,5x10° esporos/kg PV/d e
animais ndo tratados (controle). Todos os animais receberam dieta composta de feno de capim
Tifton-85 (Cynodon spp.) ad libitum e 300 g/animal/d de concentrado que foi ajustado de
acordo com as exigéncias de crescimento. O desempenho dos animais foi observado por 53
dias com afericdo do consumo de alimento 3 vezes na semana e pesagem dos animais
quinzenalmente. Coletas de sangue também foram feitas a cada 15 dias, a fim de avaliar os
parametros hematologicos (hemacias (Hem), hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht) e leucdcitos
(Leu)) e bioquimicos (glicose (Gli), proteinas totais (PT), albumina (Alb), aspartato
aminotransferase (AST), ureia (Ure) e creatinina (Cre)) dos animais. A fermentacdo ruminal
foi investigada em 3 momentos (inicio, meio e fim do experimento) sob as varidveis pH,
nitrogénio amoniacal (N-NHs;), acidos graxos de cadeia curta (AGCC), abundéancia relativa
das espécies Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, populages de fungos
anaerobicos, arqueas metanogénicas por Quantitative Polymerase Chain Reaction em tempo
real (QPCR) e contagem de protozoarios. Ao final do teste de desempenho dos animais, foram
selecionados 18 animais (9 controle e 9 tratados) para o ensaio de digestibilidade, que foram
alocados em gaiolas de ensaio metabdlico para estudo de digestibilidade aparente (DA),
balango de nitrogénio (N) e sintese de proteina microbiana (PM) dos animais. Neste mesmo
periodo, o0s animais revezaram entre as gaiolas de ensaio metabdlico e camaras
respirométricas para coleta de gas metano (CH,). Paralelamente a estes ensaios, 10 machos
(5 controle e 5 tratados) foram utilizados para coleta de CH,4 pela técnica do gés tracador
hexafluoreto de enxofre (SFg). Apos as coletas de CH4, por ambas as técnicas, as amostras
foram quantificadas em cromatografia gasosa. N&o houve influéncia da estirpe sobre as
variaveis estudadas neste experimento. A inclusdo diaria de 2,5x10° esporos/kg PV do Bt
2036 na dieta dos ruminantes ndo repercutiu em alteracdes hematologicas ou possivel quadro
de intoxicacdo dos animais, tampouco houve prejuizo nos produtos da fermentacdo e
interferéncia na microbiota ruminal e no desempenho dos ovinos.

Palavras-chave: Balanco de nitrogénio. Esporos bacterianos. Exames bioquimicos.

Microbiota ruminal. Proteina microbiana.
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Abstract: Blood and ruminal parameters, enteric methane emission, performance and
apparent digestibility were studied in sheep receiving spores of B. thuringiensis in the diet.
Twenty Santa Inés (male and female) lambs with a mean age of 3 months, and body weight
(BW) of 18 £ 3.5 kg were maintained in individual stalls in a completely randomized design.
They were divided into two groups with 10 repetitions: animals treated with 2.5x10°
spores’kg BW/d and untreated animals (control). All animals received a diet consisting of
Tifton-85 (Cynodon spp.) hay ad libitum and 300 g/animal/day of concentrate which was
adjusted according to growth requirements. The performance of the animals was observed for
53 days with measurement of feed intake three times per week and lambs were weighed
fortnightly. Blood samples were taken every 15 days to evaluate the hematological
(erythrocytes, hemoglobin, packed cell volume and leukocytes) and biochemical (glucose,
total protein, albumin, aspartate aminotransferase, urea and creatinine) parameters of animals.
Rumen fermentation was investigated in three stages (initial, middle and end of the
experiment) using different parameters such as pH, ammonia N, short chain fatty acids, and
populations of F. succinogenes, R. flavefaciens, anaerobic fungi, methanogenic archaea,
(estimated by using qPCR) and protozoa. At the end of the experiment, 18 lambs (9 control
and 9 treated) were selected for a digestibility trial, were placed in metabolic cages to estimate
apparent digestibility, nitrogen balance and microbial protein synthesis of animals. During
same period, the animals alternated between metabolic cages and respiration chambers to
collect methane gas (CH4). Ten male (5 control and 5 treated) lambs were used to collect
CH4 using the hexafluoride tracer technique. Collected samples were quantified in gas
chromatography. The present study indicates that, there was no influence of Bt 2036 strain on
overall parameters. The daily addition of 2.5x10° spores/kg BW of Bt 2036 in the ruminant
diet not reflect in any negative effects on hematological traits or poisoning of animals nor was
there interference of fermentation products in ruminal microorganisms and performance of
lambs.

Keywords: Bacterial spores. Biochemical tests. Microbial protein. Nitrogen balance. Ruminal

microbiota.
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4.1 Introducéo

Devido a crescente necessidade por metodos alternativos contra parasitas
gastrintestinais de ruminantes, B. thuringiensis ganhou destaque por apresentar atividade
nematicida contra vermes de vida livre e adulta, cujos resultados tém sido relatados em
trabalhos in vitro. Sua acdo esta relacionada a presenca de cristais toxicos (d-endotoxinas ou
proteinas crystals (Cry)), formados no momento de sua esporulacdo, que se ligam em sitios
especificos no intestino dos endoparasitas, causando lise celular e morte dos mesmos.

Estudos do fornecimento de milho “BT” (JUBERG et al., 2009), farelo de algodao
“BT” (DRYZGA et al., 2007) ou estirpes de Bt (GRISOLIA et al., 2009; MANCEBO et al.,
2011) na alimentacdo de roedores por tempo vém sendo desenvolvido devido a preocupacao
do consumo de alimentos transgénicos por humanos que, ha maioria das vezes, tem mostrado
resultados promissores pela inocuidade a estes mamiferos. Entretanto, em ruminantes, dados
do fornecimento de Bt na alimentacdo sdo escasso, devido a grande complexidade do seu
sistema digestivo.

O rumen fornece um ambiente favoravel ao desenvolvimento continuo da populacéo
microbiana, que é responsavel pela degradacdo dos alimentos fibrosos. A fermentacdo ruminal
tem como principais produtos finais a amonia (NHs), PM, AGCC e vitaminas, que serdo
utilizadas pelos animais, e nitrato, gas hidrogénio (H.), gas carbénico (CO,) e CHy, que sdo
eliminados (OWENS; GOETSCH, 1993). Apo6s o0 processo fermentativo os nutrientes nédo
degradados (carboidratos, proteinas, gorduras e proteina microbiana) seguem para 0 abomaso
e intestino delgado onde serdo submetidos ao processo de digestdo como nos animais nao
ruminantes.

O comportamento de um novo micro-organismo neste ambiente e a acdo das toxinas
Cry é desconhecido, podendo resultar em sérios danos a fermentacdo ruminal e,
consequentemente, no estado nutricional do animal. Também, o risco de toxicidade e/ou
infecc@o nos animais ndo pode ser descartado, uma vez que o Bt ndo faz parte da flora natural
destes animais. Nesse sentido, buscou-se avaliar o efeito de Bt 2036 na dieta de ovinos sob os
pardmetros sanguineos, processo fermentativo do rdmen, populacdo microbiana ruminal,

producdo de CH, entérico, sintese de PM, balanco de N, DA e desempenho.



61

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Esporos de Bacillus thuringiensis

A estirpe 3026 de Bt foi selecionada para o ensaio in vivo ap0s investigagdo prévia em
ensaio de producdo de gases in vitro.

Estes esporos foram fornecidos pelo Banco de Germoplasma de Bacillus
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN e, ap6s
recebimento, foram mantidos refrigerados (4 °C) até 0 momento do uso.

O processo de purificacdo e esporulacdo da estirpe consiste em isolar amostras de
solo e agua (MONNERAT et al., 2001), cultivar em meio NYSM em incubador rotativo
(2.000 rpm, 28 °C, por 48 a 72 h) até completa esporulacdo (YOUSTEN, 1984). Em seguida,
estes esporos sdo observados em relacdo a sua forma e presenca de cristais em microscopio de

contraste de fase.

4.2.2 Local e animais

O estudo foi realizado nas instalacGes do Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA) no
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de Séo Paulo (USP),
Piracicaba, SP, Brasil. Todos o0s procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (protocolo n° 2013-23) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”.

Foram utilizados 20 cordeiros da raca Santa Inés (10 machos ndo castrados e 10
fémeas) criados desde o nascimento confinados, livre de infeccBes parasitarias, com idade
média de 3 meses e PV medio de 18 + 3,5 kg. Para avaliacdo do desempenho e caracteristicas
sanguineas os ovinos foram alojados em baias individuais cobertas (1,0 m x 1,5 m), providas
de cocho, bebedouro e piso emborrachado durante 53 dias. Apos este periodo, 18 animais
selecionados (9 machos e 9 fémeas) foram transferidos em gaiolas para estudo de
metabolismo durante os 10 dias subsequentes, com a finalidade de realizar estudos de DA,

sintese de PM e emissdo de CH, entérico.
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Exames de ovos por grama segundo da técnica de Gordon e Whitlock modificada
(UENO; GONCALVES, 1994) foram realizados quinzenalmente para verificacdo de
possiveis infec¢Oes parasitarias. Durante o periodo experimental todos os animais mostraram-

se livres de doencas ao longo do experimento.

4.2.3 Manejo e tratamentos

Os animais foram divididos, de acordo com seu PV, em 2 grupos de 10 animais cada
(5 machos e 5 fémeas), sendo que um grupo recebeu o tratamento com o esporo de Bt 2036 e
0 outro ndo (controle).

A dieta foi composta de feno de capim Tifton-85 (Cynodon spp.) ad libitum e 300
g/animal/d de concentrado (60 % de milho, 35 % de farelo de soja e 5 % de mistura mineral e
vitaminas), que foi ajustado até 700 g/animal/d de acordo com o crescimento dos animais,
conforme exigéncias preconizadas pela NRC (2007).

A dieta foi fornecida aos animais em duas porcdes, 8 e 16 h, sendo o concentrado
fornecido anteriormente ao feno, para garantir total ingestdio do mesmo. A anélise
bromatol6gica da dieta, como matéria seca (MS), matéria mineral (MM), matéria organica
(MO), proteina bruta (PB) e fibra em detergente acido (FDA) foram realizadas de acordo com
AOAC (1995). A fibra em detergente neutro (FDN) foi realizada segundo a metodologia de
Mertens (2002), e a lignina (Lig), celulose (Cel) e hemicelulose (Hemi) segundo Robertson e
Van Soest (1981) como mostra a Tabela 4.1. As determinacdes de FDN, FDA e Lig foram

realizadas de forma sequencial.

Tabela 4.1 - Composicdo bromatoldgica do volumoso e concentrado da dieta

Componetes’
MS MO PB FDN FDA Lig Cel Hemi MM

Dieta

Feno Tifton  902,20° 928,60 62,98 78543 406,51 91,52 314,99 37892 71,40
Concentrado 918,99 956,55 248,00 389,85 69,05 4,89 64,16 320,80 43,45

IMS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em
detergente acido; Lig: lignina; Cel: celulose; Hemi: hemicelulose; MM: matéria mineral.
*Todos os valores est&o expressos em g/kg MS.
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Ap0s o periodo de adaptacdo da dieta (15 dias), o grupo tratado passou a receber
diariamente por via oral a dose de 2,5 x 10° esporos/kg de PV misturados em 4 g de
concentrado, antes da refeicdo matinal. Esta concentracdo foi proporcional ao recomendado
pelo grupo CENARGEN para experimentacéo in vivo, de 10% esporos/d para um animal de 40
kg de PV médio. O grupo controle recebeu os 4 g de concentrado, assim como 0 grupo
tratado, sem a adicdo dos esporos de Bt - ambos os grupos foram tratados com as mesmas

condicdes alimentares e de manejo durante o experimento.

4.2.4 Amostras de sangue

Amostras de sangue foram colhidas quinzenalmente a partir da veia jugular de cada
animal durante todo o periodo experimental. O sangue foi coletado pela manhd, antes do
fornecimento do alimento, em 2 tubos a vacuo de 8 mL, um contendo &cido etilenodiamina
tetra-acido (EDTA) como anticoagulante e o outro sem anticoagulante. Todas as amostras
foram colocadas em recipientes de isopor com gelo imediatamente ap6s a coleta.

Amostras de sangue (EDTA) foram utilizadas para a determinagdo dos parametros
hematoldgicos, enquanto que as amostras de sangue sem o anticoagulante foram colocadas em
geladeira por aproximadamente 12 h para total coagulacdo. Apds este periodo, os coagulos
foram retirados e o restante centrifugado (3.000 rpm durante 10 min a 4 °C) para a extragdo
do soro sanguineo. Este soro foi armazenado em freezer a -20 °C até o momento da realizagdo

dos testes bioquimicos.

4.2.4.1 Parametros hematoldgicos

As analises hematoldgicas foram realizadas no mesmo dia da coleta de sangue. A
determinacdo do Ht foi realizada segundo Coles (1984) pelo método do micro-hematdcrito
onde o sangue é centrifugado em microcentrifuga (10.000 rpm durante 5 min) em tubos
capilares e seus valores sdo determinados por comparacdo em escala de leitura propria. Os
valores de Hb foram investigados segundo a metodologia colorimétrica da
Cianometahemoglobina (THRALL, 2006).
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A contagem de Hem foi realizada pelo método do hemocitémetro pela utilizacdo de
uma camara de Neubauer melhorada e microscopio de luz em aumento de 40 vezes. As
amostras foram diluidas 400 vezes com solucdo de cloreto de sodio 0,9 % (soro fisioldgico) e
contadas em duplicata (COLES, 1984; HEPLER, 1966). Os Leu também foram contados pelo
mesmo método, entretanto, as amostras de sangue foram diluidas 10 vezes em solugdo corante
a base de Violeta de Genciana e posteriormente contadas em microscdpio de luz sob aumento
de 100 vezes (COLES, 1984; HEPLER, 1966).

4.2.4.2 Parametros bioquimicos séricos

ConcentragOes séricas de Gli, PT, Alb, AST, Ure e Cre foram determinadas por Kits
colorimétricos comerciais Labtest®, seguindo as instrugdes de uso recomendadas pelo
fornecedor.

4.2.5 Caracteristicas da fermentacdo ruminal

Amostras do liquido ruminal foram obtidas no 2°, 31° e 63° dia (inicio, meio e fim) do
periodo experimental para caracterizar o ambiente ruminal. Estas foram coletadas apds 3 h do
fornecimento do alimento, com auxilio de uma sonda de aco inoxidavel (2,5 mm de diametro)
anexados a uma seringa de 60 mL, e medidas em peagametro digital (Tecnal® modelo
TEC-2). O volume coletado foi filtrado em gaze e amostrado para analises de N-NH3, AGCC
e protozoarios. Com excecdo da amostra tomada para a contagem de protozoarios, todas
foram congeladas a -20 °C para as posteriores analises.

Somente na ultima coleta (63° dia) foi tomada aliquota para analise de gPCR. Logo
apos a medicdo do pH, aproximadamente 5 mL do fluido ruminal foi armazenado em
recipiente de vidro estéril e congelado a -80 °C, até 0 momento do ensaio.

Os valores de N-NH3; foram analisados pelo método micro-Kjeldahlj (AOAC, 1995)
por destilacdo a vapor com solucédo de tetraborato de sodio (5 %), coletado em solucdo de
acido borico e determinado por titulagdo com solucédo de acido sulfurico (0,01 N).

Os AGCC foram separados e quantificados por meio da técnica de cromatografia
gasosa, de acordo com Nocek, Hart e Polan (1987); Palmiquist e Conrad (1971), com

modificacfes na programacdo da temperatura da coluna (temperatura inicial de 115°C,
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mantido por 3,20 min, 123 °C mantido por 1,25 min e 126 °C mantido por 5,00 min). Apos
centrifugacdo do fluido ruminal (11.000 rpm por 30 min a 4 °C), foram coletados 800 pL do
sobrenadante e adicionado 100 pL de acido 2-etil-butirico (padréo interno) e 200 pL de acido
formico P.A. Da mesma maneira, foi preparada a solucdo de padrdo externo contendo
concentragfes conhecidas de cada AGCC (&cidos acetico, propidnico, isobutirico, butirico,
isovalérico e valérico) para calibracdo do integrador. Um microlitro desta amostra foi injetado
em cromatdgrafo a gas Shimadzu 2014 acoplado a um detector de lonizacdo de Chama (FID),
com uma coluna GP 10 % SP-1200/1 H3PO, 80/100 Chromosorb WAW.

4.2.5.1 Quantificacdo da microbiota ruminal

Para a contagem microscopica do numero de protozodrios, 2 mL do conteudo restante das
garrafinhas foram misturados a 4 mL de solucgéo salina Methylgreen Formalina de acordo com
o0 procedimento descrito por Dehority et al. (1983).

Em colaboracdo ao LANA, a quantificacdo da abundancia relativa de F. succinogenes,
R. flavefaciens, fungos gerais anaerébicos e arqueas metanogénicas presentes nas amostras de
liguido ruminal do ensaio foi avaliada por meio da técnica de qPCR no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular, localizado no CENA/USP. Para isso, o conteudo coletado foi
estocado a -80 °C até o momento de sua utilizagdo. A extracdo do DNA total das amostras foi
realizada utilizando o kit comercial PowerLyzer™ PowerSoil (MoBIO), partindo de um
volume de 1,8 mL da amostra, de acordo com as instrucdes do fabricante. As anélises de
gPCR foram realizadas utilizando pares de iniciadores (primers) especificos (Tabela 4.2)

como descrito por Denman e McSweeney (2006); Denman, Tomkins e McSweeney (2007).
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Tabela 4.2 - Primers género e espécie especificos para quantificacdo de bactérias ruminais
através da técnica de qPCR
Populagdes Sequéncia dos Primers (5' a 3")"

F, CGGCAACGAGCGCAACCC

R, CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC

F, CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG
R, CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC
F, GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA

R, CGCCTGCCCCTGAACTATC

F, TTCGGTGGATCDCARAGRGC

R, GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC

F, GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC
R, CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT

Bactérias totais

Ruminococcus Flavefaciens

Fibrobacter succinogenes

Argueas metanogénicas

Fungos totais

IF = Foward; R = Reverso.

A amplificacdo do DNA foi realizada no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Life Technologies) em solucdo contendo 5 pL do kit SYBER Green ROX
(Invitrogen), 2,5 pmol de cada primer, 1 uL do DNA pré-amplificado e agua ultrapura
(Milli-Q) autoclavada para um volume final de 10 puL. As condicdes de amplificacdo foram:
uma pré-incubacéo a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15's, 60 °C por 30 s
e 72 °C por 30 s, com coleta de dados de fluorescéncia e ao final da reacéo foi incluida uma
curva de melting nas seguintes condigdes: 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min e 95 °C por 15 s.
Em todas as reacdes foram incluidos controle negativo, usando agua como molde em vez de
DNA. Para cada amostra feitas triplicatas (réplicas técnicas).

Como normalizador foi utilizado o gene 16S DNAr de Bacteria. A abundancia relativa
dos micro-organismos F. succinogenes, R. flavefaciens, fungos e arqueas metanogénicas foi
calculado por meio do método de AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) de acordo com a
equacéo 8:

AACt = ACt (controle) = ACt (tratamento) (8)

Onde:

ACt = diferenga entre Ct (gene alvo) — Ct (gene normalizador)
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4.2.6 Avaliacdo da emissdo de metano entérico

4.2.6.1 Camaras respirométricas

Foram selecionados 18 animais (9 do grupo tratado e 9 do grupo controle) para
permanecer por 46 h em camaras respirométricas (Figura 4.1) desenvolvidas no LANA-
CENA/USP, como descrito em Abdalla et al. (2012), para controle do consumo e coleta de
CH,4 emitido.

Figura 4.1 — Camaras respirométricas. (A) Area externa da camara; (B) Area interna da camara

Gaiolas para o ensaio de metabolismo, comumente encontrados em laboratérios de
nutricdo animal, foram adaptadas. Cada gaiola teve suas laterais cobertas, com excecdo da
parte inferior, com folhas de polietileno de 0,3 mm de espessura. Orificios de 5 cm de
diametro foram deixados na parte dianteira e traseira da camara para circulacdo de ar. Uma
bomba de escape foi ligado ao orificio traseiro da cAmara a fim de remover o ar anterior a um
fluxo de 133 L/min (medido por um anemdmetro-CE Instrutherm AD-250, Sao Paulo,
Brasil). O ar de saida foi amostrado em baldo de 5 L (revestido com pelicula de aluminio), a
100 mL/min usando uma bomba peristéltica. Temperatura (27 + 3 °C) e umidade (76 + 4,5 %)
foram medidas em intervalos regulares (2 h) e um ventilador foi colocado no interior da
camara para manter o ar em circulacdo e os niveis de CO, confortaveis para o animal. Apos
23 h de coleta, 10 mL da amostra de gas foram coletas dos baldes e armazenadas em tubos a
vacuo e enviadas ao laboratorio para determinagédo da concentragdo de CH,4 por cromatografia
gasosa (Shimadzu GC-2014, detector FID a 240 °C e coluna Shincarbon a 60 °C) utilizando

como padrdo o gas metano 99 %.
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As amostras da dieta oferecida e das sobras foram secas em estufa (60 °C) e moidas
em moinho tipo Wiley providos de peneiras com crivo de 1 mm para posterior analise de MS
(AOAC, 1995). O consumo de matéria seca (CMS) para cada animal foi obtido pela diferenca
entre a quantidade de MS do alimento fornecido e a quantidade de MS das sobras. A producao

de CH, foi expressa g/d e em L/d/kg MS consumida.

4.2.6.2 Gas tracador hexafluoreto de enxofre

Neste ensaio, que ocorreu paralelamente ao ensaio de DA, 10 ovinos machos (5 do
grupo tratado e 5 do grupo controle) foram utilizados. A metodologia utilizada para
determinacdo da emissdo de CH, foi a do gas tracador SFg, descrita originalmente por
Johnson et al. (1994) para bovinos, adaptada para o Brasil por Primavesi et al. (2004) e,
posteriormente modificada para o uso na espécie ovina, por Lima et al. (2010). As cépsulas de
permeacdo utilizadas neste experimento receberam carga de SFg e foram mantidas em banho-
maria a 39 °C, pesadas semanalmente durante periodo de 6 semanas, para que se calculasse a
taxa de emissdo de SFs das mesmas. Ao término deste periodo, foram introduzidas no rimen
dos animais por meio de sonda esofagica.

Os cabrestos foram confeccionados seguindo o modelo utilizado por Primavesi et al.
(2004), com 3 pontos de fixacdo (boca, ganacha e inser¢do do pescoco). As cangas utilizadas
para coletar amostras foram confeccionadas em Policloreto de Polivinilia (PVC), seguindo
modelo descrito por Lassey et al. (1997), com volume de aproximadamente 2,5 L, afixadas na
parte traseira das gaiolas metabdlicas (Figura 4.2). Utilizou-se uma canga “branco”
posicionada no topo das gaiolas com o objetivo de coletar amostra do ambiente. As cangas
dos animais e a canga “branco” foram substituidas a cada 24 h, e em seguida levadas ao o
laboratorio para ser feita a determinacdo de SFs e CH,4, por meio de cromatografia gasosa
(Shimadzu GC-2010, detectores de captura de elétrons (ECD) e de ionizacdo de chama (FID),
coluna megabore 0,53mm, 30 m, 25,0 um, HP-MolSiv) utilizando padrdes de 20 ppm para o
CH,4 e de 50, 100 e 1000 ppt para o SFs.
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Figura 4.2 - Cabresto com 3 pontos de fixagéo: boca, ganacha e pescogo (A); Cangas coletoras de amostras
confeccionadas em PVC (B)

As amostras da dieta oferecida e das sobras foram secas em estufa (60 °C) e moidas
em moinho tipo Wiley providos de peneiras com crivo de 1 mm para posterior anélise de MS
(AOAC, 1995). O CMS para cada animal foi obtido pela diferenga entre a quantidade de MS
do alimento fornecido e a quantidade de MS das sobras. A producdo de CH, foi expressa g/d e

em L/d/kg MS consumida.

4.2.7 Avaliacéo de desempenho

A pesagem da dieta oferecida foi feita diariamente, 3 vezes na semana (segunda,
quarta e sexta) realizou-se a pesagem das sobras. Amostras destas foram enviadas ao
laboratdrio para realizar a analise de MS segundo a AOAC (1995). O CMS em g/d para cada
animal foi obtido pela diferenca entre a quantidade de MS do alimento fornecido e a
quantidade de MS das sobras por dia. Valores de CMS em g/kg PV®®/d também foi
averiguado sendo calculado pela divisdo do CMS (g/d) pelo PV metabdlico. Outra variavel de
CMS foi calculada pela porcentagem de PV.

Para o calculo do ganho em peso total (GPT) os animais foram pesados no inicio do
periodo experimental (dia 0) e ao término do experimento (dia 53). Este valor foi dividido por
53, nimero de dias do ensaio de desempenho, e chegou-se ao valor do ganho em peso diario
(GPD). O PV metabdlico foi calculado elevando-se a média de PV dos animais, durante o
periodo experimental, por 0,75 e este dado foi utilizado para o calculo do CMS.

O dado de converséo alimentar (CA) foi obtido pela equagéo 9:

CA =CMS (g) / GPD (g) (9)
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4.2.8 Ensaio de digestibilidade aparente

Foram selecionados 18 animais (9 do grupo tratado e 9 do grupo controle, totalizando
5 machos e 4 fémeas em cada tratamento) para o ensaio de DA. Todos foram alojados em
gaiolas metabdlicas por 10 dias, sendo 3 dias para adaptacdo e 7 dias para controle do
consumo de alimentos (oferecido e sobras) e excrecédo de fezes de cada animal.

As coletas de sobras e fezes foram realizadas diariamente antes da refeicdo matinal.
Estas foram pesadas e amostradas 10 %, para a realizacdo de um pool no final do 7° dia.
Aliquota da dieta ofertada foi montada individualmente de acordo com o consumo de cada
animal neste periodo.

Amostras do oferecido e dos pools de sobras e de fezes foram secas em estufa (60°C) e
moidas em moinho tipo Wiley providos de peneiras com crivo de 1 mm. Posteriormente
foram analisadas quimicamente para quantificacdo dos teores de MS, MM, PB e FDA
segundo a AOAC (1995), FDN segundo as metodologias de Mertens (2002), e Lig, Cel e
Hemi segundo Robertson e Van Soest (1981). As determinacdes de FDN, FDA e Lig foram
realizadas sequencialmente.

A DA de cada unidade dietética dos alimentos foram determinados conforme a
equacéo 10:

Digestibilidade aparente de X = (Consumo de X — Excre¢do de X) / Consumo de X (10)

Sendo:
X = unidade dietética avaliada.

4.2.9 Ensaio de sintese de proteina microbiana

Para a estimativa do suprimento didrio de proteina microbiana foi utilizada a analise
dos DP na urina por cromatografia liquida de alta eficiéncia baseado no trabalho de Balcells,
Guada e Peirb (1992), IAEA (1997), Shingfield e Offer (1999), Czauderna e Kowalczyk
(2000) e George et al. (2006), com modificagdes.

Amostras do pool de urina coletados em gaiolas de ensaio de metabolismo, como
descrito acima, foram descongeladas até temperatura ambiente, homogeneizadas em banho

ultrassénico por 15 s e 5 mL destas foram centrifugadas (2.000 rpm durante 20 min a 4 °C).
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Amostrou-se 2 mL da fracdo sobrenadante e, em outro recipiente, adicionou-se 0,25 mL de
solucdo de oxipurinol (500 a 1500 puM) e 2,75 mL de solucdo de fosfato monobésico de
amoénio 0,0025 M (fase movel A) junto a amostra. Apds homogeneizacdo em vortex,
aproximadamente 1 mL destas amostras foram filtradas em filtro Millex® 13 mm (FTFE -
0,22 pm), com auxilio de seringa de 5 mL, e transferidas em vials, que em seguida foram
lacrados e armazenados em freezer (-20 °C) até o momento de sua quantificagéo.

Um cromatdgrafo da marca Agilent modelo 1100, com bomba quaternaria, injetor
automatico de amostras, detector de arranjo de fotodiodos, coluna Zorbax C18 (250 x
4,6 mm) com tamanho de particula de 5 um e presenca de termostato foi utilizado. A eluicéo
foi realizada por gradiente, utilizando como sistema de fase movel uma solugdo de fosfato
monobasico de amonio 0,0025 M (fase movel A) e uma solucdo fosfato monobasico de
amonio 0,0025 M:metanol, 95:5, v;v (fase mével B), com vazdo de 1,0 a 1,2 ml.min™ e
temperatura constante da coluna a 23°C. Na Tabela 4.3 sdo apresentados os dados da
programacéo do gradiente para eluicdo dos derivados de purina.

Tabela 4.3 - Descricdo do gradiente de fase mével utilizado

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase moével B (%) Fluxo (mL.min™)

0 100 0 1,00
3,0 60 40 1,00
3,5 60 40 1,00
11,5 20 80 1,15
14,0 20 80 1,15
15,3 0 100 1,15
15,4 0 100 1,20
30,8 0 100 1,20
31,0 100 0 1,00
53,0 100 0 1,00

O volume de amostra injetado foi igual a 20 pL. A solucdo padrdo utilizada para a
construcdo da curva analitica (padrdo externo) foi preparada a partir de concentracGes
conhecidas (500 a 1500 uM) dos compostos estudados (alantoina, creatinina, acido drico,
hipoxantina, xantina) e do oxipurinol. Assim como Balcells et al. (1992), adotou-se o uso de
um padréo interno, mas diferente do autor, que utilizou o composto alopurinol, foi adotado a

solucgéo de oxipurinol (500 a 1500 pM).
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Foram monitorados os comprimentos de onda 225, 254, 267, 284 nm para a quantificagéo
dos compostos alantoina e creatinina, hipoxantina e oxipurinol, xantina e acido Urico,
respectivamente.

O calculo para estimar o NM absorvido no intestino delgado foi realizado segundo IAEA

(2003) pela equagdo 11:

NM = (MDP * teor de N purinas) / (proporcao N purina: N microbiano * (12)

digestibilidade das purinas microbianas * 1000)

Onde:
NM = nitrogénio microbiano fornecido ao intestino delgado (g N/d)

MDP = metabélitos derivados de purina absorvidos (mmol/d/kg®")

O teor de N purinas é assumido como 70 (mg N/mmol) assim como a proporcdo N
purina:N total dos micro-organismos ruminais é assumida como 11,6:100, ou seja, 0,116. O
valor significativo da digestibilidade dos &cidos nucleicos microbianos é assumido como
sendo 0,83.

O valor de MDP é dado pela seguinte formula 12:

MDP = (area do metabdlito * concentracdo do oxipurinol no padrdo * FD) / ((FC * (12)

area do oxipurinol no padréo) * volume da urina (mL))

Onde:
MDP = concentracdo do metabdlito derivado de purina (UM/L);
FD = fator de diluicéo;

FC = fator de correcdo dos metabdlitos de purina.
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A concentracdo do oxipurinol no padrdo na formula MDP é igual a 50, da mesma
forma que se adotou o valor fixo de 2,5 para o FD, corrigindo a diluicdo da amostra de urina
pela adicdo do oxipurinol (padrdo interno) e da solucdo tampéo durante o preparo da amostra.
O FC dos metabolitos é calculado utilizando valores médios de injecdes replicatas de padrao,

conforme a equagao 13:

FC = (&rea do metabolito no padrdo * area do oxipurinol no padrao) / (13)

(concentracdo do metabdlito no padrdo * concentracdo do oxipurinol no padrao)

4.2.10 Ensaio do balanco de nitrogénio

Junto ao ensaio de DA foram controladas as excre¢des urinarias. No momento da
coleta de sobras e fezes, a urina total foi colhida em baldes previamente acidificados com
10 mL de &cido sulfurico (10 %) e medida em proveta graduada, sendo amostrados 10 % do
valor total para formar o pool do periodo. Estas amostras foram mantidas a -20 °C desde a
coleta até 0 momento das posteriores analises.

Nas amostras do alimento oferecido e dos pools de fezes e urina foi determinado o teor
de N-total pelo método micro-Kjeldahl (AOAC, 1995). O N-total das amostras foi
determinado por destilacdo a vapor com solucdo de hidroxido de sodio (12 N), coletado em
solucdo de acido borico e determinado por titulacdo com solucéo de acido sulfarico (0,05 N).

O balango de nitrogénio foi calculado pela equacéo 14:

Nretido = (Ningerido) — (Nexcretado) (14)

Onde:
Nretido, Ningerido, Nexcretado representam, respectivamente, as quantidades médias diarias de N
absorvido pelo animal, ingerido da dieta oferecida e pela contribuicdo do N microbiano,

excretados nas fezes e na urina.
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4.2.11 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 2 tratamentos e
5 repeticdes para a avaliacdo da emissdo de CH,4 entérico pela técnica do SFg; 9 repeticdes
para a avaliacdo de CH, pela técnica das cAmaras respirométricas, ensaio de DA, balanco de
N e sintese de PM. No desempenho foram utilizadas 10 repeticdes, bem como para 0s
parametros hematologicos e bioquimicos, e para variaveis investigadas no liquido ruminal. As
analises estatisticas foram feita com uso do programa computacional SAS versdo 9.2 (SAS
Institute Inc., Cary NC, EUA) com nivel de probabilidade para aceitagdo ou rejeicdo no teste
de hipotese de 5 %.

As fontes de variacdo (tratamentos e sexos) foram testadas pela analise de variancia,
usando o PROC GLM. Para medidas tomadas através do tempo como parametros
hematoldgicos (Hem, Hb, Ht e Leu), bioquimicos (Gli, PT, Alb, AST, Ure e Cre) e da
fermentacgdo ruminal (pH, N-NH; e AGCC) foi utilizado PROC MIXED. Os dados de SFg e
camaras respirométricas foram ajustados e submetidos a andlise de correlacdo linear de
Pearson utilizando o PROC CORR.

4. 3 Resultados

Né&o foi verificado efeito do sexo (macho e fémea) em relacdo as variaveis estudadas,
por este motivo somente foram apresentados e discutidos os dados referentes aos tratamentos
com Bt. Para as varidveis tomadas através do tempo como 0s pardmetros sanguineos
(Hem, Hb, Ht, Leu, Gli, PT, Alb, AST, Ure e Cre) e do fluido ruminal (pH, N-NH3 e AGCC),
optou-se em apresentar a media das coletas realizadas durante o periodo experimental, uma
vez que os dados oscilaram dentro dos valores padrdes normais segundo Meyer e Harvey
(2004) para as variaveis sanguineas, Lana (2005) para pH, Van Soest (1994) para N-NH; e
Gentil et al. (2011) para as concentragdes de AGCC.
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4.3.1 Parédmetros sanguineos

As médias dos tratamentos para as variaveis Hem, Hb, Ht e Leu durante o periodo
experimental estdo apresentadas na Tabela 4.4. Estes parametros ndo diferiram entre os
tratamentos (P > 0,05) e apresentaram-se dentro dos valores de normalidade estabelecidos por
Meyer e Harvey (2004).

Tabela 4.4 - Parametros hematoldgicos de ovinos tratados e néo tratados com esporos de B.
thuringiensis durante o periodo experimental

Variaveis Tratamentos EPM Ref.
Sem Bt Bt 2036
Hem (x10%/uL) 15,6 14,8 0,41 8-16
Hb (g/dL) 11,5 11,1 0,20 8-16
Ht (%) 33,7 33,0 0,55 24 -50
Leu (x10%/pL) 12,0 10,8 0,71 4-12

Hem = hemacias; Hb = hemoglobina; Ht = hematdcrito; Leu = leucdcitos; EPM = erro padrdo da média; Ref. =
valores de referéncia segundo Meyer e Harvey (2004).

Os valores bioguimicos séricos também ndo diferiam (P > 0,05) entre 0s grupos
tratados e ndo tratados com Bt 2036 (Tabela 4.5) e foram comparados com os valores de
referéncia estabelecidos por Meyer e Harvey (2004). A concentracdo de PT do grupo controle
apresentou valor de 5,90 g/dL, estando proximo ao limite inferior normal de 6,0. As
concentracdes de Cre também apresentaram abaixo dos parametros de normalidade com
valores de 0,79 mg/dL para o tratamento sem Bt e 1,13 mg/dL para o tratamento Bt 2036. As
concentragdes de Gli, Alb AST e Ure permaneceram dentro dos valores da normalidade.
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Tabela 4.5 - Parametros bioquimicos de ovinos tratados e ndo tratados com esporos de
B. thuringiensis durante o periodo experimental

Variaveis Tratamentos EPM Ref.
Sem Bt Bt 2036

Gli (mg/dL) 64,1 64,6 1,54 50 - 80
PT (g/dL) 59 6,0 0,13 6,0-7,9
Alb (g/dL) 2,8 2,9 0,08 2,4-3,0
AST (U/L) 89,5 94,2 2,61 60 - 280
Ure (mg/dL) 33,3 334 1,78 17,1-42,8
Cre (mg/dL) 0,8 1,1 0,15 1,2-19

Gli = glicose; PT = proteinas totais; Alb = albumina; AST = aspartato aminotransferase; Ure = ureia; Cre =
creatinina; EPM = erro padrdo da média; Ref. = valores de referéncia sequndo Meyer e Harvey (2004).

4.3.2 Caracteristicas da fermentacdo ruminal

As varidveis analisadas para caracterizar a fermentacdo ruminal dos animais do
experimento estdo apresentadas na Tabela 4.6.

Os valores médios de pH das coletas foram de 6,65 e 6,68 para os tratamentos controle
e Bt 2036, respectivamente. Para 0 N-NHg, o valor médio foi de 19,72 para o grupo controle e
19,12 para o grupo tratado com Bt 2036. N&o foram encontradas diferencas significativas
entre os tratamentos para estas variaveis.

A proporcdo molar dos AGCC e valores da relacdo acetato:propionato (A:P) também
ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos. Os valores da contagem de protozoarios
foram de 29,81x10° para 0 tratamento sem Bt e 28,87x10° para 0 tratamento Bt 2036 por mL
de liquido ruminal, n&o diferindo entre si (P > 0,05).
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Tabela 4.6 — Valores de pH, nitrogénio amoniacal (N-NHs), acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), relacdo Acetato:Propionato (A:P) e do nimero de protozoarios (PTZ)
presentes no liquido ruminal de cordeiros tratados e ndo tratados com esporos

de Bt 2036
Variaveis Tratamentos EPM
Sem Bt Bt 2036

pH 6,65 6,68 0,01
N-NH3 (mg/100 mL) 19,72 19,12 0,10

AGCC (%)
Acetato 66,47 66,32 0,03
Propionato 18,54 18,49 0,01
Isobutirato 0,59 0,66 0,01
Butirato 11,34 11,77 0,07
Isovalerato 2,46 2,15 0,05
Valerato 0,61 0,62 0,002
Relacdo A:P 3,79 3,70 0,02
PTZ (x10°/mL) 29,81 28,87 0,15

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P < 0,05); EPM = erro padrdo da média.

A emissdo de CH,4 obtidos pela técnica das camaras respirométricas apresentaram
valores de 12,41 e 13,76 g/d e 21,34 e 17,51 g/kg MS para os animais controle e tratados com
Bt 2036, respectivamente. Ja os valores encontrados pela técnica do SFg foram de 21,98 g/d e
24,17 g/kg MS para o tratamento controle e 24,72 g/d e 23,02 g/kg MS para o tratamento
Bt 2036. Os tratamentos ndo apresentaram diferencas (P > 0,05) em ambas as técnicas
utilizadas (Tabela 4.7). Também foi observada alta e significativa correlacdo positiva
(R =0,74; P =0,01) entre as duas técnicas utilizadas.

Embora as populagdes de F. succinogenes, R. flavefaciens, fungos anaerdbicos e
arqueas metanogénicas do tratamento Bt 2036 tenham aumentado em relacdo ao controle,
estes tratamentos ndo diferiram estatisticamente (P > 0,05) para estas variaveis (Figura 4.3),

demonstrando néo interferéncia da estirpe Bt 2036 nestes resultados.
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Tabela 4.7 — Emissdo de metano (CH,4) dos animais tratados e ndo tratados com esporos de
B. thuringiensis avaliados pelas técnicas das camaras respirométricas e do gas

tracador hexafluoreto de enxofre (SFg)

Tratamentos
CH, EPM
Sem Bt Bt 2036
Céamaras respirométricas
g/d 12,41 13,76 0,23
g/kg MS 21,34 17,51 0,64
SFs
g/d 21,98 24,72 0,61
g/kg MS 24,17 23,02 0,26

EPM = erro padrao da média.

Fibrobacter succinogenes

3,58

1,00

Sem Bt 2036

Fungos anaerobicos

2,20

1,00

Ruminococcus flavefaciens

2,22

1,00

Sem Bt 2036

Arqueas metanogénicas

1,30

100 ﬂ

Abundancia Relativa dos Micro-organismos Ruminais

Sem Bt 2036

Tratamentos

Sem Bt 2036

Figura 4.3 — Variacdo na Abundancia Relativa das popula¢6es de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens, fungos anaerdbicos e arqueas metanogénicas apés 24 h de incubagdo com base no

método 2744

geral do rimen

onde AACt € a variagdo de "Ciclos limites", normalizada com populagdo de Bacteria
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4.3.3 Estado nutricional dos animais

As variaveis investigadas para o teste de desempenho dos animais ndo apresentaram
diferencas (P > 0,05) entre os tratamentos controle e Bt 2036 e sdo apresentados na Tabela
4.8. As proporgdes consumidas de volumoso e concentrado foram de 50:50 para todos 0s
animais do experimento neste periodo.

Valores de CA dos ovinos foram de 5,07 e 4,95 g CMS/ g GPD entre os animais do
experimento. Ovinos ndo tratados e tratados com Bt 2036 consumiram em média 748,64 e
735,86 g MS/d e apresentaram GPD de 143,61 e 154,09 g, respectivamente. O GPT foi de
7,61 kg para os animais controle e 8,18 kg para os animais tratados com Bt 2036.

Tabela 4.8 — Consumo voluntario de matéria seca (CMS), peso vivo (PV), ganho em peso
diario (GPD) e conversao alimentar (CA) dos animais tratados e ndo tratados

com Bt 2036
Tratamentos
Variaveis EPM
Sem Bt Bt 2036
CMS
g MS/d 748,64 735,86 27,91
g/kg PV®"/d 65,95 63,59 1,28
% PV 3,97 3,82 0,09
PV (kg)
Inicial 17,67 18,06 0,57
Final 25,28 26,22 0,86
Total 7,61 8,17 0,49
GPD (g/d) 143,61 154,09 9,21
CA (g CMS/ g GPD) 5,07 4,95 0,59

EPM = erro padrdo da média.

Os consumos de nutrientes durante o ensaio de DA, assim como os CDA das fragdes
MS, MO, PB, FDN, FDA, Lig, Cel, Hemi e MM do alimento fornecido aos animais do
experimento ndo apresentaram diferencas (P > 0,05) entre os grupos tratados e ndo tratados
com Bt 2036 (Tabela 4.9). Com o crescimento dos animais neste periodo 0S mesmos passaram
a consumir maiores quantidades de concentrado, modificando a relagdo

volumoso:concentrado da dieta para 40:60 para ambos os tratamentos.
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Tabela 4.9 — Consumo e coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes da
dieta pelos animais tratados e ndo tratados com Bt 2036 durante o ensaio de
digestibilidade aparente

Tratamentos
Variaveis EPM
Sem Bt Bt 2036
Matéria seca
Consumo (g/d) 847,43 916,40 44,40
CDA (%) 71,53 70,71 1,38
Matéria organica
Consumo (g/d) 808,68 873,93 42,17
CDA (%) 73,42 72,56 1,32
Proteina bruta
Consumo (g/d) 169,01 186,84 6,44
CDA (%) 68,66 67,86 2,75
Fibra em detergente neutro
Consumo (g/d) 562,69 609,81 37,30
CDA (%) 68,04 68,37 1,49
Fibra em detergente acido
Consumo (g/d) 205,61 221,48 14,12
CDA (%) 58,52 57,92 2,02
Lignina
Consumo (g/d) 44,22 51,02 3,17
CDA (%) 24,47 25,85 6,05
Celulose
Consumo (g/d) 161,39 170,46 13,22
CDA (%) 67,14 66,27 1,69
Hemicelulose
Consumo (g/d) 357,08 388,32 24,36
CDA (%) 74,72 75,62 1,57
Matéria Mineral
Consumo (g/d) 38,74 42,47 2,35
CDA (%) 35,05 34,82 3,56

EPM = erro padrdo da média.
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Valores de DP excretados na urina e NM absorvidas pelos ovinos ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos com e sem Bt 2036 (Tabela 4.10). Para os DP
excretados na urina foram encontrados valores de 6,22 e 7,42 mmol/d para os tratamentos
controle e Bt 2036, respectivamente. A contribuicdo de NM aos animais do experimento foi

de 2,88 g/d para o grupo controle e 2,99 g/d para o grupo Bt 2036.

Tabela 4.10 — Derivados de purinas excretados na urina (DP) e absor¢do de nitrogénio
microbiano (NM) por ovinos tratados e ndo tratados com B. thuringiensis

2036
o Tratamentos
Variaveis EPM
Sem Bt Bt 2036
DP excretados
mmol/d 6,22 7,42 0,20
NM absorvidos
g/d 2,88 2,99 0,02

EPM = erro padrdo da média.

O ensaio de balanco de N, utilizado para quantificar o metabolismo proteico dos
ruminantes, apresentou valores de N retido de 19,01 g/d e 18,09 g/d para animais controle e
animais tratados com Bt 2036, respectivamente. Valores de N retido, N consumido (N dieta +
N microbiano) e N excretados (N fezes + N urina) ndo diferiram entre os tratamentos e estdo

apresentados na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 — Balanco de nitrogénio (N) de ovinos alimentados e ndo alimentados com
B. thuringiensis

Quantidades (g/d) Tratamentos EPM
Sem Bt Bt 2036
N consumido
N dieta 29,99 30,42 0,41
N microbiano 2,88 2,99 0,02
N excretado
N fezes 7,29 8,33 0,49
N urina 6,57 6,99 0,28
N retido 19,01 18,09 0,15

EPM = erro padrdo da média.
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4. 4 Discussao

4.4.1 Parametros sanguineos

A avaliacdo dos parametros hematoldgicos € de suma importancia para verificar os
elementos celulares do sangue quanto ao ndmero e sua morfologia. InUmeras doencas
relacionadas aos elementos sanguineos e aos o0rgdos hematopoiéticos podem ser detectadas
com esta avaliacdo. No presente estudo, as varidveis sanguineas investigadas foram Gteis no
acompanhamento do estado de salde dos animais em relagdo ao surgimento de possivel
anemia, infeccdes, reacdes alérgicas e, principalmente, quadros de intoxicacdo, uma vez que
foram alimentados com esporos bacterianos contendo toxinas.

A série vermelha do sangue foi estudada pelo namero de Hem, medicdo do Ht e teor
de Hb. Estas varidveis ndo diferiram entre os tratamentos e apresentaram-se dentro valores de
referéncia demonstrando que o tratamento de Bt na dose e periodo avaliados ndo afetou as
hemacias. A destruicdo das Hem, menor producdo destas ou perda de sangue decorrente de
hemorragia pode levar ao quadro de anemia responsavel por sinais clinicos geralmente
relacionados a menor oxigenacdo dos tecidos ou aos mecanismos compensatérios a ela
associados (TVEDTEN, 2010), afetando o desempenho produtivo dos animais.

Também ndo foi observado sinais de apatia, febre ou diminuicdo do apetite que
pudesse ser atribuido a algum processo infeccioso, inflamatorio, alérgico ou de intoxicacao.
Os valores de Leu encontrados de 12,0x10*/uL e 10,8x10%/uL para os animais controle e
tratados com Bt 2036, respectivamente, apresentaram-se dentro dos valores normais de 4 a
12x10°/pL, sugerindo que os bacilos ndo interferiram também nestas células.

Em relacdo aos exames biogquimicos, basicamente deram suporte a investigacdo das
funcdes hepatica e renal dos animais durante o periodo experimental. ConcentracGes
constantes de Gli no sangue séo necessarias a todos os mamiferos por ser a principal fonte de
energia dos tecidos e a Unica fonte de energia para o cérebro. Em ovinos, esta concentracao
deve estar em torno de 50 a 60 mg/dL e sua regulacdo esta intimamente relacionada aos
processos de gliconeogénese que ocorre no figado (VALADARES FILHO; PINA, 2011). A
insuficiéncia hepatica pode acometer em hipoglicemia, pela menor atividade de
gliconeogénese nos hepatdcitos, ou hiperglicemia, pela menor absorcdo de Gli pelo figado
(LASSEN, 2006). As concentragdes séricas de Gli dos animais controle e tratados foram,

respectivamente, 64,1 e 64,6 mg/dL, estando dentro dos valores de normalidade.
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Os valores de PT séricos foram similares entre ou tratamentos (P > 0,05), entretanto,
0s animais controle apresentaram-se proximo ao limite inferior de 6,0 g/dL. A concentracdo
de PT no sangue representa a somatéria de todas as proteinas presentes no sangue,
principalmente os grupos Alb e globulinas (LASSEN, 2006). Como os valores de Alb dos
animais controle apresentam-se dentro dos padres de normalidade (2,8 g/dL) é possivel que
outros teores proteicos, como as globulinas, estejam interferindo na PT destes animais. No
entanto ndo se caracteriza quadro de hipoproteinemia, conforme verificado pela retencao de
nitrogénio e ganho em peso de 143,61 g/d dos ovinos, indicando anabolismo proteico.

Dentre as proteinas séricas, a Alb € a mais abundante com significativa participagdo no
transporte de A&cidos graxos livres, &cidos biliares, bilirrubina, célcio, horménios e
medicamentos (BARROS, 2010). Sintetizada no figado, é indicativa de doenca hepatica,
renal, desnutricdo, perda de sangue quando encontrada em baixas concentracdes séricas e
desidratacdo quando encontrada em altas concentragdes seéricas (HOFFMAN; SOLTER,
2008). Os valores de Alb sérica de ambos os tratamentos apresentam-se dentro dos valores de
normalidade, mais uma vez indicando higidez dos ovinos e corroborando com os dados de
desempenho.

Outras variaveis indicativas de lesdo hepatica, que apresentaram valores normais para
ambos os tratamentos, sdo as concentracbes séricas de AST e Ure. LesBes subletais ou
necrose dos hepatcitos podem aumentar os niveis de AST, enzima produzida principalmente
no figado (HOFFMAN; SOLTER, 2008), e diminuir os niveis de Ure, que é sintetizada nos
hepatocitos a partir da NH; (TENNANT; CENTER, 2008). Também, a Ure pode ser
indicativa de comprometimento renal quando em altas concentracfes séricas devido a baixa
filtracdo glomerular (BRAUN; LEFEBVRE, 2008).

Ja a producdo de Cre € diaria e constante, ndo sendo influenciada por fatores extra-
renais como acontece com a Ure, tonando-se mais especifica para diagnostico de disfuncédo
renal (KERR, 2003). Ela é formada a partir da condensacao e desidratacdo espontanea da Cre
muscular sendo eliminada proporcionalmente & massa muscular do individuo, idade e sexo
(FETTMAN; REBAR, 2006). Também, a maioria das dietas pode causar diminui¢do do teor
sérico de Cre porque os nutrientes absorvidos induzem um aumento pds-prandial na taxa de
filtracdo glomerular que decresce apos a alimentacdo (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Uma
vez que ndo houve diferencas (P > 0,05) entre os tratamentos para esta variavel, os esporos de
Bt 2036 ndo influenciaram no decréscimo dos valores de Cre sérica. Provavelmente os baixos

valores encontrados (< 1,1 mg/dL) estejam relacionados com a pouca idade dos animais
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(= 4,5 meses) e, consequentemente, pela massa muscular menor em relacdo aos adultos que
seriam os animais de referéncia para determinar os valores normais. Niveis baixos de Cre

normalmente ndo sdo motivos de preocupacao.

4.4.2 Caracteristicas da fermentacdo ruminal

Considerando a importancia da fermentacdo microbiana do rimen para a nutricdo dos
ruminantes, a adicdo de um novo micro-organismo portador de toxinas neste ambiente torna
necessaria a investigacdo do comportamento da microbiota ruminal, nos processos
fermentativos e nos produtos desta fermentacéo.

Os valores de pH encontrados para os tratamentos controle e Bt 2036 foram de 6,65 e
6,68, respectivamente. Estes valores encontram-se dentro dos valores de normalidade citados
por Lana (2005), entre 5,0 e 7,0, e beneficiam a proliferacdo das bactérias celuloliticas
ruminais, como as F. succinogenes e R. flavefaciens, cujas condi¢Ges 6timas de crescimento
ocorrem em pH entre 6,3 e 7,0 (JRSKQOV, 1992).

Embora as populagbes de F. succinogenes e R. flavefaciens, na presenca de Bt 2036,
tenham apresentado valores de 3,58 e 2,22 vezes, respectivamente, em relacdo ao controle,
ndo houve diferenca entre os tratamentos (P > 0,05). No experimento in vitro utilizando os
mesmos esporos de Bt 2036 no ambiente ruminal por 24 h de incubacdo, a populacdo de
F. succinogenes apresentou decréscimo de 0,52 vezes em relacdo ao controle (P < 0,05),
enquanto a populacdo de R. flavefaciens permaneceu constante, ndo diferindo entre 0s
tratamentos. Estes dados demonstram que mesmo em condi¢fes 6timas de fermentacdo, como
foi apresentado em ambos os ensaios, 0 processo fermentativo num ambiente ruminal estatico
(in vitro) ou dindmico (in vivo) pode repercutir de forma diferenciada na disponibilidade dos
subtratos a comunidade microbiana, resultando em prejuizos e/ou beneficios no crescimento
das diversas especies de micro-organismos ruminais, havendo necessidade de ter cautela da
extrapolacédo dos resultados in vitro para in vivo.

No experimento in vivo € possivel que a ingestdo de alimento e o fluxo da digesta para
0 abomaso tenham diminuido a concentracdo dos esporos no ambiente ruminal ao ponto de
ndo comprometer a populacdo de F. succinogenes, 0 que ndo ocorreu no sistema in vitro, uma
vez que 0s esporos do Bt permaneceram no rumen artificial. Populagdes de fungos,
metanogénicas e protozoarios apresentaram 0 mesmo comportamento em ambos 0s ensaios

(in vitro e in vivo), ndo sendo influenciadas pelo Bt 2036.
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Os AGCC contribuem com cerca de 70 a 80 % dos requerimentos totais de energia
para os ruminantes (BERGMAN, 1990) e sua concentragdo no ramen é dependente das
caracteristicas dos componentes das dietas e, consequentemente, dos micro-organismos
ruminais que irdo se beneficiar (VAN HOUTERT, 1993).

Em estudo com ovinos Santa Inés alimentados com dieta 50:50 (feno
coastcross:concentrado), Gentil et al. (2011) encontraram propor¢fes molares de
acetato:propionato:butirato (A:P:B) de 70,5:8.8:6,5 e relacdo A:P de 8,7. Situacbes mais
favoraveis foram encontradas no presente estudo com valores de A:P:B de 66,5:18,5:11,3 e
66,3:18,5:11,8 para os tratamentos controle e Bt 2036, respectivamente, e relacdo A:P de 3,79
para o grupo controle e 3,70 para o grupo tratado com Bt 2036. VValores baixos da relagdo A:P
sdo esperados, pois indicam menor proliferacdo de micro-organismos produtores de H, com
maior producdo de propionato e butirato e, consequentemente, menor producdo de gas CH,
(LONGO, 2007), resultando em menor perda de energia pelo animal.

A emissdo de CH,4 foi semelhante para os ovinos tratados com e sem Bt, estando
dentro da faixa de 11,23 g CH4/d a 38,9 g CH4/d preconizada para a espécie (UNFCCC,
2013). Observa-se ainda que houve alta correlacdo positiva (R = 0,74; P = 0,01) entre as duas
técnicas avaliadas. Na com SFg 0s valores médios de emissdo de CH,4 nos 2 tratamentos foi de
23,35 g/d, com valores 1,78 vezes maior do que os determinados na técnica das camaras
respirométricas que foi de 13,08 g/d. Tal fato deve-se ao menor CMS observado pelos
animais alojados nas camaras (787 g MS/d) comparadas aos mesmos animais alocados nas
gaiolas de ensaio de metabolismo (1.020 g MS/d) durante as mensuracdes.

Trabalhos que correlacionem as duas técnicas sdo escassos, entretanto Pinares-Patifio
et al. (2008), em estudo com ovinos da raca Romney (40 kg/PV) alimentados com feno de
alfafa, verificaram niveis de emissdo de 17,8 g de CH,/d por meio da técnica das camaras
respirométricas e 24,7 g de CH,/d pela técnica do SFg, com os maiores valores de emissdo de
CHy, para a técnica do SFg conforme encontrados no presente estudo.

Em situacéo alimentar (60 % feno Tifton-85 e 40 % concentrado), peso (27 kg de PV)
e raga (Santa Inés) dos animais bastante similares ao deste estudo, El-Zaiat (2013) encontrou
emissdo de 19,7 g de CH,/d utilizando a técnica das camaras respirométricas, ou seja, 5 g a
mais dos valores aqui determinados (13,08 g de CH,/d). Variagbes bem maiores nos dados
obtidos com a técnica com SFg aqui descritos (21,98 CH,4 g/d) foi verificada em relagéo
aqueles determinados por Moreira et al. (2013) de 10,59 CH,4/d e Lima et al. (2014) de 11,66
g CH4/d tendo em vista as diferencas nutricionais impostas aos ovinos que é determinante

nesta avaliagao.
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4.4.3 Estado nutricional dos animais

Apdbs a caracterizacdo das variaveis sanguineas e da fermentacdo ruminal sob a
influéncia dos esporos de Bt 2036, dados associados ao processo digestivo dos ruminantes séo
de extrema importancia para a investigacdo de possivel comprometimento do seu
desempenho.

Os animais controle consumiram em média 3,97 % do seu PV enquanto os animais
tratados com Bt 2036 consumiram em média 3,82 % do seu PV, durante o teste de
desempenho. Ambos 0s tratamentos apresentaram consumos satisfatorios e dentro das
expectativas propostas pelo NRC (2007) de 3,91 % do PV para animais de 20 kg e 3,51 % do
PV para animais de 30 kg para ganho em peso de 150 g/d e 200 g/d. Valores de GPD
encontrados para os animais sem Bt e com Bt foram, respectivamente, de 143,61 g/d e
154,09 g/d apresentando valores de CA de 5,07 para o grupo controle e 4,95 para 0 grupo
tratado. Estes dados indicam claramente que os ovinos foram bem alimentados e mantiveram
estado de higidez durante todo o periodo experimental, sem a interferéncia dos esporos de Bt.

Os CMS do ensaio de DA foram, respectivamente, 847,43 e 916,40 g/d para 0s
animais controle (25,28 kg de PV) e tratados com Bt (26,22 kg de PV). Estes dados também
se apresentaram dentro dos valores ideais de 780 g MS/d para animais de 20 kg e 1.050 g
MS/d para animais de 30 kg para ganho de 150 g/d e 200 g/d (NRC, 2007). Consumos das
fracdes dos alimentos, assim como 0s CDA, de ambos os tratamentos apresentaram resultados
satisfatorios, indicando auséncia da intervencdo dos bacilos 2036 na DA da dieta.

O metabolismo proteico dos ruminantes é bastante complexo e a determinacdo do
balango de compostos nitrogenados, ou seja, N consumido menos o N excretado, sob
condi¢cdes controladas, fornece quantificacdo do metabolismo proteico e demonstra
especificamente se 0 organismo esta perdendo ou ganhando proteina (ANDRIGUETO et al.,
2002). A NHj3 presente no rumen € originaria da degradacdo da proteina verdadeira da dieta,
do N néo proteico da dieta, do N reciclado para o rimen na forma de ureia e da degradacao
das células microbianas mortas no rdmen (BOER; MURPHY; KENNELLY, 1987).
ConcentracGes de N-NH3 de 19,72 mg/100 mL para o grupo controle e 19,12 mg/100 mL
para 0 grupo Bt 2036 estdo acima dos valores apresentados por Van Soest (1994) de
10 mg/100 mL, que seria a concentragdo minima necessaria para permitir adequada

fermentacdo microbiana no rimen.
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Aferir a contribuicdo do processo fermentativo do rimen no aporte de proteina para o
ruminante torna-se importante. Neste sentido as bases puricas absorvidas no intestino dos
ruminantes sdo provenientes, principalmente, das celulas microbianas do rimen havendo
relacdo dos DP encontrados nas excretas urinarias com as concentracbes de NM absorvidos
pelo animal (PUCHALA; KULASEK, 1992; PEREZ et al., 1996).

Estando de acordo com todos os resultados até o momento discutidos ndo houve
diferenca nas variaveis DP, NM e N retido entre 0s ovinos controle e 0s que receberam
Bt 2036. Na literatura, verificou-se variacfes dos valores de DP e NM conforme o trabalho
realizado por Bueno, Cabral Filho e Abdalla (2010), que apresentaram valores de DP
urinarios de 6,34 mmol/d e NM de 5,1 g/d. Tais variacOes referem-se a idade dos animais e
qualidade da dieta consumida.

Em relacdo ao N retido, Zeoula et al. (2006), em estudo com ovinos sem raca definida
(38,5 kg de PV), encontraram valores de 14,77 g de N/d e 14,66 g de N/d respectivamente em
dietas com 14 % de PB e teores de 54 % e 58 % de proteina degradada no rumen. El-Zaiat
(2013) encontrou retencdo de 6,41 g/d de N em seu experimento com ovinos Santa Inés
consumindo dieta com 13,5 % de PB. Os animais tratados e ndo tratados com Bt 2036, que
consumiram dieta com aproximadamente 17 % de PB, apresentaram retencdo de N superior
aos apresentados na literatura citada, representando maior ganho proteico e

consequentemente, maior ganho em peso pelos ovinos.

4.5 Conclusdo

A inclusdo diaria de 2,5x10° esporos/kg PV do Bt 2036 na dieta dos ruminantes néo
repercutiu em alteracdes hematoldgicas ou possivel quadro de intoxicacdo dos animais,
tampouco houve prejuizo nos processos fermentativos do rimen, na emissdo de CH, entérico,

na microbiota ruminal, na digestibilidade da dieta e no desempenho dos ovinos.
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