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RESUMO

Dois estudos foram realizados com vacas lactantes utilizadas como unidade experimental e doadoras de liquido
ruminal, sendo as populagdes de bactérias utilizadas para avaliar a a¢do de niveis crescentes de lasalocida e
monensina na resisténcia a perda de potassio intracelular, e para producdo de gases in vitro. A perda de potassio
(Kinax) da lasalocida foi menor para a populacdo de bactérias obtidas do liquido de raimen de vacas submetidas a
dietas com monensina, 6leo de soja e monensina mais 6leo de soja (19,4 a 25,4%) quando comparada com a
perda de potassio em vacas submetidas a dietas sem ionoforo e 6leo de soja (30,1%). O mesmo ocorreu para a
perda de potdssio da monensina, em que o menor valor foi de 6,5% para monensina mais 6leo e o maior, de
29,5%, para o controle. Necessita-se de alta concentragdo de monensina (K4q= 2,3uM), porém baixa de
lasalocida (K4= 0,2uM) para causar a metade da perda méaxima de potassio intracelular da populagdo de
bactérias do rimen de vacas submetidas a dietas com monensina. As populacdes de bactérias de vacas
submetidas as dietas com monensina foram sensiveis a lasalocida. As amostras incubadas com propolis
produziram menor volume de gases (12,9ml/100g de MS).
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ABSTRACT

Two studies were carried out with lactating cows as experimental units and ruminal fluid donors. The ruminal
bacteria population was used to evaluate the action of increasing levels of lasalocid and monensin on
resistance of intracellular potassium depletion and in vitro gas production intracellular depletion potassium
(Kna) of lasalocid was lower to ruminal bacteria population obtained from rumen of cows fed diets with
monensin, soybean oil and monensin plus soybean oil (19.4 to 25.4%) when compared to cows fed with control
diet (30.1%). The same occurred for intracellular depletion potassium (K,,) of monensin, in which the lowest
value was 6.5% to monensin plus soybean oil and the greatest was 29.5% to control. High monensin
concentration (K;= 2.3uM) and low lasalocid concentration (K;= 0.2uM) were necessary to cause half of
maximum potassium depletion in ruminal bacteria population from cows fed diet with monensin. The ruminal
bacteria population from cows feed diet with monensin were sensible to lasalocid. In vitro gas production
showed the lowest volume when diets were incubated with propolis (12,9ml/100g of DM).
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INTRODUCAO porcentagem de gordura do leite, tem mostrado

efeito germicida e bacteriostatico, principalmente

A adicdo de o6leo na dieta de vacas em lactacao, sobre as bactérias Gram-positivas (Henderson,
além de causar redugdo significativa na 1973). Esses efeitos tém reflexos diretos sobre a
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fermentacdo ruminal, causando redugdo na
produgdo de metano e aumento no propionato,
melhorando, assim, o desempenho animal e
reduzindo a polui¢do ambiental.

Os antibidticos iondforos, tais como monensina e
lasalocida, também inibem principalmente as
bactérias Gram-positivas, uma vez que a
resisténcia aos ionoforos estd relacionada a
presenca de uma membrana externa, de natureza
lipopolissacaridica, existente em bactérias Gram-
negativas (Russell e Strobel, 1988). A monensina
catalisa ndo apenas trocas de protons e sodio da
membrana plasmatica, como também permite
trocas de protons e potassio. A lasalocida
também age como um mono ou bivalente
antiporte metal-proton, mas possui maior
afinidade por potassio (Pressman, 1973; 1976).
Isso possibilita medir a a¢do do iondforo por
meio do potassio perdido pela célula.

A concentragdo inibitoria minima (CIM) ¢
freqiientemente utilizada para descrever a
poténcia dos antibidticos, mas esse pardmetro
ndo pode ser aplicado para antibidticos
lipofilicos como a monensina e lasalocida. Pois o
liquido do meio de cultura livre de células tem
pouco ionéforo e sua dose efetiva ¢ altamente
dependente da concentracdo celular (Chow e
Russell, 1990). Trabalhos tém mostrado que a
monensina e lasalocida tém habilidade de
ligarem-se ndo especificamente as bactérias
resistentes ao iondforo, bem como as particulas
de alimentos (Chow et al, 1994), logo a
concentragdo do iondforo livre varia muito, o que
dificulta a utilizacdo da CIM. A perda de
potassio celular dependente do ionoforo,
portanto, pode prover um indice sensivel e
fisiologico da resisténcia a monensina (Lana e
Russell, 1996).

Assim como os ionoforos, os suplementos
lipidicos insaturados apresentam efeito toxico
sobre as bactérias Gram-positivas do rumen
(Nagaraja et al., 1997), alterando a relacdo
acetato:propionato, com produgdo de propionato
as custas de acetato, redugdo da producdo de
metano e diminuicdo da amoénia ruminal
(Jenkins, 1993; Bateman e Jenkins, 1998;
Leopoldino et al., 2005).
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A produgdo de gases, metano e carbonico, e sua
eliminacdo para o meio, representa perda de
energia do ecossistema ruminal proveniente do
alimento digerido. Além disso, esses gases
eliminados, por eructacdo, sdo responsaveis em
parte pelo efeito estufa e destrui¢do da camada
de ozonio da atmosfera (Chynoweth, 1996). A
utiliza¢do, portanto, de substincias que reduzam
essa perda de energia na forma de gases ¢ de
grande utilidade na alimentagdo de ruminantes.
Stradiotti et al. (2002) evidenciaram, em estudo
in vitro com popula¢des de bactérias do rimen,
que o extrato etanolico de propolis (0,3g/ml de
etanol a 70%, seguida de diluigdo 2:1 em etanol a
70% em agua) foi eficiente em reduzir a
producdo de gases total (somatdrio dos
parametros) e produgdo final (cada parametro) de
gases para carboidratos fibrosos e ndo fibrosos,
inclusive suplantando a monensina.

Este trabalho teve como objetivos utilizar a
técnica in vitro para medir a perda de potassio
celular, por acdo de niveis crescentes dos
ion6foros monensina e lasalocida na populacao
de bactérias do ramen de vacas submetidas a
dietas com ou sem monensina e com ou sem 6leo
de soja, e avaliar a producdo total de gases in
vitro das ragdes com ou sem Oleo de soja
incubadas com monensina, lasalocida ou
propolis.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos. No primeiro,
quatro vacas mesticas (Holandés x Zebu) lactantes,
fistuladas no rimen e estabuladas, foram mantidas
num esquema de quadrado latino durante 88 dias.
Os animais receberam dietas com diferentes
relagdes concentrado : volumoso conforme Tab. 1.

Os tratamentos foram: controle - dieta 1, basica sem
0leo e sem monensina; monensina - dieta 2, basica
mais 33ppm de monensina; 6leo - dieta 3, bésica
mais 4% de dleo de soja; e monensina mais 6leo -
dieta 4, basica mais 33ppm de monensina e 4% de
6leo de soja. Os animais foram alimentados duas
vezes ao dia, as 7 e 15h, e a coleta de liquido
ruminal foi realizada duas horas apds a alimentagdo
da manha.
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Tabela 1. Composicao das dietas fornecidas para as vacas no primeiro experimento

Relagao concentrado:volumoso

Parametros Sem adigdo de 6leo de soja Com adigdo de 6leo de soja
46,5:53,5 52,7:47,3
PB (%) 17,2
FDN (%) 34,0
FDA (%) 21,3
EE (%) 6,1

PB= proteina bruta; FDN= fibra detergente neutro; FDA= fibra detergente acido; EE= extrato etéreo.

As vacas foram mantidas em cada dieta durante
22 dias e as coletas realizadas no 19° dia de
tratamento, ap6s completa adaptacdo a dieta
fornecida. Foram coletados 1000ml de liquido
ruminal de cada vaca, filtrados em quatro
camadas de gaze e transportados em garrafas
térmicas pré-aquecidas (39°C) sob anaerobiose
para o laboratorio. O liquido foi centrifugado a
500 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi
centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos, para
obtencdo do sedimento celular (bactérias do
ramen), sendo, entdo, suspenso em metade do
volume inicial com meio artificial e usado para
incubacdo com diferentes concentracdes de
lasalocida e monensina.

O meio artificial utilizado com 292mg de
K,HPO, . 3H,0, 240mg de KH,PO,, 480mg de
(NH4),SO,, 480mg de NaCl, 100mg MgSO, .
7H,0, 64mg de CaCl, . 2H,0O, 4000mg de
Na,CO; e 600mg de cisteina (Lana e Russell,
1996), foi autoclavado por 15 minutos.

Adicionaram-se 1,4ml do meio em tubos de
ensaio (10ml de volume), para o teste de
resisténcia bacteriana a perda de potassio,
acrescentado-se 0,Iml de solucdo de etanol
(99%) com niveis crescentes de lasalocida e
monensina — 0; 0,16; 0,31; 1,25 ¢ SuM como
concentragdo final — seguindo-se vedagdo com
tampa de borracha e incubagdo de 10 minutos a
39°C em anaerobiose. Foi coletado Iml de
amostra em tubos de 1,5ml e centrifugada a
10.000 x g por cinco minutos, por meio de uma
camada de 0,3ml de o6leo (mistura 75:25 de
6leos'?). De acordo com Lana e Russell (1996),
os tubos foram congelados a -20°C e os
sedimentos celulares removidos pelo corte de sua
parte inferior, sendo as células digeridas em
acido nitrico a 3N (HNO3) em mesmo volume

'Oleo de silicone DC 556 - Dow Corning Co. - Midland,
EUA.
2Oleo aditivo - Bardhal - Seattle, EUA.
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final do meio. O residuo ndo digerido foi
removido por centrifugagdo 10.000 x g por cinco
minutos ¢ o potassio foi determinado em
espectrofotometro de chama. A perda de potassio
intracelular foi estimada em relagdo as amostras
incubadas sem iondforo. A perda maxima de
potassio (K,.x) pode ser obtida pela reciproca do
inverso do intercepto da ordenada (1/a) e a
concentragdo de monensina necessaria para
causar a metade da perda maxima (Kd) pela
divisdo da inclinagdo da reta pelo intercepto da
ordenada (b/a).

O experimento foi realizado em quadrado latino
balanceado com quatro periodos de 22 dias e
duas repeti¢des nas analises de laboratdrio. Fez-
se analise de regressdo da reciproca da perda de
potassio intracelular em func¢do da reciproca da
concentragdo de  monensina  para  se
determinarem a perda maxima de potassio (Kx)
e a concentragdo de monensina necessaria para
causar a metade da perda maxima de potassio
(Ky), segundo Lana e Russell (1996). Utilizou-se
o procedimento ANOVA do pacote estatistico
SAS (User’s..., 1999) que incluia os efeitos
principais e a interagdo. A comparagdo de médias
foi feita pelo teste Tukey (P<0,05).

No segundo estudo, duas vacas mestigas
(Holandés x Zebu) lactantes, fistuladas no rimen
e estabuladas, foram utilizadas apenas como
doadoras de liquido para medir a producao total
de gases in vitro (Theodorou et al.,1994).0s
animais recebiam a mesma dieta, numa relagao
concentrado: volumoso de 45:55, com 16% de
proteina bruta, 34% de fibra detergente neutro,
21% de fibra detergente acido e 2,8% de extrato
etéreo. Os animais foram alimentados duas vezes
ao dia, as 7 e 15h, ¢ a coleta de liquido ruminal
foi realizada duas horas apds a alimentacdo da
manha.

Foram coletados trés litros de liquido ruminal,
um e meio de cada vaca, filtrado em quatro
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camadas de gaze e acondicionado em garrafas
térmicas pré-aquecidas (39°C) sob anaerobiose
para serem transportados ao laboratorio. O
liquido foi deixado em repouso por 30 minutos e
utilizado apenas como indculo para a prova de
producdo de gases in vitro com amostras das
dietas 1 e 3 do primeiro estudo. As amostras das
dietas foram secas em estufa de ventilagdo
forgada a 55-60'C por 72h e moidas a 1mm para
posterior incubagao.

Utilizou-se o meio artificial tamponante de
McDougal (1949) adaptado por Silva e Queiroz
(2002), com 9,8g de NaHCO;, 0,57g de KCI,
0,47g de NaCl, 0,05g de CaCl,.2H,0, 7g de
NaHPO,.7H,O e 0,12g de MgS0,.7H,0, e pH
corrigido para 6,8 com CO,.

Aproximadamente 100mg de cada ragio foram
colocadas em frasco de vidro (50ml), em
duplicata, adicionados de 7,8ml de tampdo
McDougal, 0,2ml de antibidtico (monensina ou
lasalocida a 5uM de concentragdo final em
solugdo de alcool etilico 99% ou propolis a
4mg/ml de alcool etilico 99%) ou, alcool etilico
puro (99%) para as amostras-controle e 2ml de
inoculo sob saturagdo de CO,, para promover
anaerobiose nos frascos. Os frascos foram
vedados com tampas de borracha e lacrados com
capas de aluminio e mantidos em sala
climatizada a 39°C sobre mesa de agitagio
orbital automatica a 44rpm durante 144 horas
(Theodorou et al., 1994).

As leituras da pressdo e do volume dos gases
foram realizadas por meio de voltimetro, nos
tempos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36,
48, 60, 72, 84, 96, 120 horas apds o inicio da
incubacdo. No momento inicial da incubagdo,
todos os frascos foram padronizados para a
pressdo atmosférica mediante puncdo com
agulha. A conversdo dos valores observados por
intermédio do voltimetro (mvolt), em volume de
gases (ml), foi realizada considerando-se que
Imvolt corresponde a 8,68ml de gases (Pell e
Schofield, 1993).

Os valores do volume acumulado de gases foram
submetidos a andlise de wvaridncia e a
comparagdo de médias foi feita pelo teste Tukey
(P<0,05), por meio do programa SAS (User’s...,
1999). O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente ao acaso em esquema fatorial
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2x4x2, duas dietas - controle e dieta basica + 4%
de 6leo de soja - e quatro tratamentos - controle,
monensina, lasalocida e propolis -, e duas
repeticdes - 2 tubos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas bactérias provenientes do liquido ruminal
das vacas alimentadas com diferentes dietas, com
ou sem monensina e/ou 6leo de soja, incubadas
em meio artificial a 39°C por 10 minutos,
mostrou-se perda de potassio dependente da
concentragdo de monensina ou lasalocida (Fig.

1.

Embora a técnica tenha apresentado alto
coeficiente de variacdo das caracteristicas
analisadas, a popula¢do de bactérias obtida do
liquido do ramen das vacas alimentadas com a
dieta 4 (K= 19,9%) foi mais resistente a
lasalocida in vitro que a populagdo de bactérias
obtida das vacas submetidas a dieta 1 (K=
30,1%). O mesmo ocorreu com os animais da
dieta 2, em que a menor perda de potassio (Kux)
foi 6,5% e a maior 29,5% (Tab. 2). Isso confirma
que hd maior resisténcia a perda do potassio
intracelular pela agdo de monensina ou lasalocida
in vitro na populagdo de bactérias do ramen
proveniente de animais submetidos as dietas com
lipidios e/ou monensina. Estes resultados
confirmam os ja obtidos por Lana e Russell
(1996) e por Leopoldino et al. (2005).

Nas vacas submetidas a dieta 2, a quantidade de
monensina (K= 2,3uM) in vitro necessaria para
causar metade da perda maxima de potassio
intracelular foi 13 vezes maior (P<0,05) que a
quantidade usada (0,177uM) em vacas
submetidas a dieta 1, porém sem alterar a perda
maxima de potassio (K. Isto significa que a
populacao de bactérias do rimen tornou-se mais
resistente a monensina in vitro, devido ao seu
uso na dieta. A quantidade de lasalocida para
causar a metade da perda maxima de potassio
intracelular n3o foi diferente entre os
tratamentos. Entretanto, pode-se inferir que ha
necessidade de baixa concentra¢do de lasalocida
(0,218uM) para causar a metade da perda
maxima em bactérias provenientes de vacas
submetidas a dieta 2, e de alta concentragdo de
monensina (2,3uM; Tab. 2).
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Figura 1 — Perda de potassio intracelular de populagdes de bactérias do rimen de vacas lactantes submetidas a dietas
com ou sem monensina ou dleo de soja, incubadas em meio artificial contendo niveis crescentes de monensina (A) ou
lasalocida (B) por 10 minutos a 39°C. Cada ponto é a média de oito observagdes.

Tabela 2. Constantes de resisténcia (Ky e K;.x) de populacdes de bactérias do rimen de vacas lactantes
submetidas a dietas com ou sem monensina ou 6leo de soja, incubadas com niveis crescentes de
lasalocida ou monensina por 10 minutos a 39°C

Dietas Lasalocida . Monensina :
K4 (HM)I Kinax (%0) Ky (“M)l Kinax (%0)
Dieta 1 0,225a 30,1a 0,177b 29,5a
Dieta 2 0,218a 19,4b 2,300a 28,7a
Dieta 3 0,183a 25,4ab 0,095b 35,6a
Dieta 4 0,131a 19,9b 0,161b 6,5b

Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Dieta 1: sem ionodforo e sem 6leo de soja;, Dieta 2: 33ppm de monensina, Dieta 3: 4% de 6leo de soja; Dieta 4:
33ppm de monensina e 4% de 6leo de soja.

'Quantidade de ionéforo necessaria para causar a metade da perda méaxima de potassio das bactérias ruminais ap6s 10
minutos de incubagio.

“Perda méxima de potassio das bactérias ruminais apos 10 minutos de incubagso.
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A monensina aumentou a resisténcia das
populagdes de bactérias do rumen e ndo houve
resisténcia cruzada entre os dois ionoforos
testados in vitro, ou seja, bactérias de vacas
submetidas a dietas com monensina sdo ainda
sensiveis a lasalocida. Isso pode ser atribuido a
diferencas no modo de agdo (metal/préton
antiporte), pois a lasalocida se liga a ions
metalicos e protons, com alta afinidade por K,
enquanto a monensina tem maior afinidade por
Na" (Pressman, 1973; 1976).

Quanto a produgdo cumulativa de gases in vitro,
houve interagdo entre adicdo de 6leo de soja nas
dietas das vacas e antibioticos in vitro (P<0,03).
As amostras tratadas com propolis foram as que
produziram menor volume total de gases
(12,9ml/100g de MS), tanto nas dietas sem 6leo

de soja quanto nas com oleo de soja, seguidas
pela producdo de gases das amostras com
monensina e lasalocida (Tab. 3).

A propolis foi eficiente em inibir a producio de
gases in vitro pela populacdo de bactérias do
rimen, como mostram resultados de produgdo
total de gases para dietas (volumoso +
concentrado) incubadas com monensina ou
propolis (Stradiotti et al., 2002). De acordo com
Schofield et al. (1994), a redugdo no volume
final de gases ¢ provavelmente devido a
conservacdo de carbono no meio. Essa
conservagdo no ramen decorre da concentracao
molar de propionato (trés carbonos) no rumen,
em detrimento da reducdo da concentragdo de
acetato (dois carbonos).

Tabela 3. Medias de volume acumulado de gases (ml/100mg de MS) das dietas-controle, com lasalocida,
monensina ou propolis, incubadas a 39 C durante 120 horas

Tratamento Dieta 1 Dieta 3
Controle 22,0Aa 19,9Ba
Lasalocida (5uM), 16,4Ab 15,9Bb
Monensina (5uM) 14,6Ac 14,4Ac
Propolis (40,02mg/ml). 12,9Ad 12,9Ac

Dieta 1: sem ion6foro e sem 6leo de soja; Dieta 3: com 4% de 6leo de soja.
Médias seguidas de letras distintas, maitisculas na linha e minusculas na coluna, diferem entre si pelo teste Tukey

(P<0,05).

As amostras incubadas com propolis reduziram
em 41,4% (9,1ml/100mg de MS) e 35,2%
(7ml/100mg de MS) a produgdo de gases para as
dietas sem e com 6leo de soja, respectivamente.
Isso resulta em menor eliminagdo de metano e
conseqiientemente, em conservagdo de carbono
no meio com redugdo na perda de energia. Ao
considerar que do total de gases produzidos 53%
sdo metano (Ezequiel e Gastaldi, 2002), tem-se
que a propolis € responsavel por diminuir de 18,6
a 21,9% (3,7 a 4,8ml/100mg de MS) o metano
que seria eliminado para o meio. Em
experimento in vitro, Czerkawisk e Brekckeringe
(1973) verificaram redugdo de 20 a 30% da
producdo de metano com propilenoglicol. Se
cada 1ml de metano corresponder a 8,25 calorias,
ha uma economia de até 39,6cal/mg de MS
devido a utilizagdo da propolis na incubagao.

Quando se comparam os tratamentos com
antibiotico e as dietas com e sem Oleo, observa-
se que houve diferenga nos tratamentos sem
antibiotico e lasalocida, ou seja, houve efeito do
6leo de soja na reducdo de volume de gases nos
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tratamentos controle — dieta 1 (22,0 vs
19,9ml/100mg de MS) e lasalocida (16,4 vs
15,9ml/100mg de MS). O oleo de soja foi
responsavel por reduzir a produgdo de gases em
9,54% (2,1ml/100mg de MS), o que equivale a
menos 5% de metano, o que resultou em
economia de energia.

CONCLUSOES

As populagdes de bactérias do rimen de animais
submetidos a dietas que contenham lipidios ou
monensina sdo mais resistentes a perda do
potéassio intracelular pela agdo da lasalocida.
Deve-se ter atengdo ao fornecer o iondforo na
dieta de animais que ja tenham recebido lipidios
ou ionoforos na dieta. A quantidade de
monensina ¢ maior do que a de lasalocida para
causar metade da perda maxima de potassio na
populacdo de bactérias do rumen de vacas
submetidas a alimentacdo com monensina, ¢
indica que bactérias de animais que recebem
monensina sdo ainda sensiveis a lasalocida. Os
antibioticos foram efetivos em reduzir o volume
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de gases, com maior agdo da propolis. A propolis
leva a reducdo de metano, o que resulta em maior
diminuicdo da perda de energia para o meio.
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