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| - INTRODUCAO GERAL

O Brasil é um dos principais paises do mercado pet mundial, posicionando-se em
terceiro lugar e possuindo a quarta maior populagéo de animais de estimacéo do mundo,
com 132 milhdes (52,2 milhdes de cdes, 38 milhdes de aves, 22,1 milhdes de felinos,
entre outros). O mercado pet nacional apresentou um crescimento de 5,7% em relacéo a
2015, sendo o mercado de alimentos o principal em termos de faturamento (67,6% do
total), com aproximadamente 2,59 milhdes de toneladas produzidas em 2016 (ABINPET,
2016).

Atualmente, com o estreitamento da relacdo entre animais de estimacdo e seus
donos, os pets sdo considerados “membros da familia” e os proprietarios estdo cada vez
mais preocupados com a alimentagdo, buscando meios de garantir longevidade e
qualidade de vida repercutindo diretamente na busca de dietas de melhor qualidade.

O objetivo primordial da dieta consiste em fornecer nutrientes adequados para
atender a demanda metabdlica dos animais. No entanto, além de satisfazer as
necessidades nutricionais, elas podem influenciar em diversas fungdes do organismo e
desempenhar papéis prejudiciais ou benéficos em algumas patologias. Sendo assim,
novos estudos em nutricdo estdo sendo expandidos na area do uso de alimentos para
promover bem-estar, melhorar a saude e minimizar o risco de doengas (Bontempo, 2005).
Em gatos, as dietas podem auxiliar no controle da formacdo de bolas de pelos, por
exemplo.

As bolas de pelos, ou tricobezoares, sdao formadas naturalmente em gatos por causa
de seu habito higiénico de autolimpeza ou grooming. Os felinos passam em torno de 25
a 30% do seu tempo se lambendo (Panaman, 1981) e ingerem quantidades variaveis de

pelos que podem ser enovelados formando as bolas dentro do trato gastrintestinal. Estas
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bolas, normalmente, sdo eliminadas através de vomitos ou defecacdo, em alguns casos,
quando ndo é possivel sua eliminacdo, podem causar obstrucéo esofégica, gastrica ou do
intestino delgado, constipacao e colite (Barrs et al., 1999), além de perda de peso. Pouco
se conhece sobre estratégias nutricionais para reducdo da formacéo de bolas de pelos em
gatos, porém, a mais utilizada atualmente € a inclusdo de fibras nas ra¢Ges, sendo as fibras
insolUveis as mais recomendadas (Beynen et al., 2011; Loureiro et al., 2014).

As fibras insollUveis aumentam a taxa de passagem pelo trato gastrointestinal,
aumentando a excre¢do dos pelos e diminuindo dessa maneira a formacgéo e o tamanho
dos tricobezoares (Beynen et al., 2011). Essa estratégia apenas minimiza o problema, ndo
solucionando-o por definitivo. Uma vez que o pelo é composto principalmente por
queratina e as enzimas digestivas presentes no estdbmago e intestino delgados sdo
incapazes de digeri-las, a adi¢cdo de queratinases na racdo poder ser considerada uma
alternativa para degradacéao das bolas de pelos.

O objetivo desse estudo foi avaliar a inclusdo da fibra insoltvel nas dietas, associada
ou nao a adicdo da queratinases, como alternativa nutricional no controle da formacéo das
bolas de pelos em gatos e sua influéncia na digestibilidade das racGes e caracteristicas

fecais.

1. Revisdo Bibliografica

1.1. Formacdao de tricobezoares (bolas de pelos) em gatos e prevencéo

O grooming € um comportamento normal dos gatos e serve para a remogdo da
sujeira e gordura presente na pelagem (Eckstein e Hart, 2000). Os felinos passam em
torno de 25 a 30% do seu tempo se lambendo, no entanto esse tempo pode aumentar
quando sao alojados em um espaco limitado ou em situagdes de estresse (Panaman, 1981;
Willemse et al., 1994). A presenca de uma estrutura farpada na lingua dos gatos e o habito
de autolimpeza permitem a ingestdo de quantidades varidveis de pelos. Um gato de
pelagem curta perde em média 28 g de pelo por kg de peso corporal por ano, sendo que
dois tercos dessa quantidade € ingerida pelo animal (Hendriks et al., 1997).

Uma hipdtese sobre a formacdo de tricobezoares em gatos € o fato deles nao
possuirem o complexo mioelétrico migratério (CMM) no estdmago. Em outras espécies,
as ondas peristalticas se iniciam no estbmago e continuam ao longo do trato intestinal,
movendo o material estomacal ndo digerido até o colon durante o periodo de jejum. Ja

nos felinos, 0 CMM foi detectado apenas perto do ileo (Barrs et al., 1999; Twedt, 1994).
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Desta forma, o peristaltismo ndo move os pelos ingeridos, os quais se enredam na mucosa
géastrica e formam massas solidas no estbmago ou intestino delgado (Dann et al., 2004;
DeBakey e Ochsner, 1939).

Embora qualquer gato possa apresentar bolas de pelos, alguns fatores podem
aumentar a formacdo destas, como por exemplo o comprimento da pelagem (pelos
longos), época de troca de pelagem (primavera e outono), alteracdes na estrutura ou
motilidade gastrintestinal (distdrbios da motilidade primaria, doencas inflamatérias ou
neoplasicas, diverticulos ou hérnias hiatais) e grooming excessivo por comportamento
neuropatoldgico, doencas dermatoldgicas ou presenca de ectoparasitas (Norsworthy et
al., 2010; Weber et al., 2015).

Os tricobezoares podem ser eliminados através da regurgitacdo ou pela defecacédo
(Malik, 2003). Os principais sinais clinicos sao vomitos, tosse e nauseas. Na maioria dos
casos, as bolas de pelos ndo induzem a graves problemas de satde, porém podem causar
obstrucéo (esofégica, gastrica ou do intestino delgado), constipacdo, colite, perda de peso
progressiva e como consequéncia, anorexia (Barrs et al., 1999; Beynen et al., 2011). Barrs
et al. (1999) relataram 5 casos de gatos domesticos que apresentaram obstrucao intestinal
parcial ou completa devido aos tricobezoares.

O tratamento preventivo é indicado para gatos que sofrem regularmente com bolas
de pelos. Algumas sugestfes sdo a escovacao dos animais para retirada dos pelos soltos,
uso de laxantes ou lubrificantes a base de petréleo (Cannon, 2013) e inclusao de fibra
insolGvel na dieta (Loureiro et al., 2014). As fibras insolUveis sdo adicionadas nas racdes
de prevencdo de tricobezoares com o intuito de aumentar a taxa de passagem dos pelos
pelo trato gastrintestinal, minimizando a formac&o de bolas e, consequentemente, evitar
a obstrucdo ou constipacdo (Weber et al., 2015).

Weber et al. (2015) avaliaram o efeito da incluséo de celulose (5,17% e 9,68%)
mais casca de psyllium (0,5%) na excrecdo de pelos soltos em gatos de pelagem curta e
longa. Obtiveram aumento de 81% e 113% na excre¢do de pelos quando os animais de
pelagem longa foram alimentados com as dietas de 5,17% e 9,68% de celulose mais 0,5%
de psyllium, respectivamente. Ja, os gatos de pelos curtos ndo houve efeito da dieta.
Segundo Loureiro et al. (2014), a inclusdo de fibra de cana na dieta (10% e 20%) reduziu
0 numero total de tricobezoares excretados nas fezes de gatos, porém a inclusdo de
celulose (10%) nao apresentou efeito. Os sinais clinicos da existéncia de bolas de pelos
como vOmito, ndusea e tosse foram reduzidos em 79%, 91% e 70%, respectivamente,

quando gatos receberam dieta suplementada com 4% de celulose (Beynen et al., 2011).
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1.2. Efeitos da adigdo da fibra de cana na dieta

A fibra dietética ou alimentar é definida como “todos os polissacarideos ndo
amilaceos (celulose, hemicelulose, pectinas, gomas e mucilagens) e lignina, que ndo séo
digeridos pelas secregdes enddgenas do trato digestivo do homem™ (Trowell et al., 1976).
Substancias como inulina, fruto ligossacarideos e amido resistente foram incluidos no
conceito de material fibroso uma vez que ndo séo digeridos, mas fermentados (Roberfroid
e Delzenne, 1998).

As fibras podem ser classificadas em relagdo a sua solubilidade: soltvel e insoltvel.
As primeiras geralmente sdo fermentaveis, viscosas e formam um gel em solucdo. Essas
caracteristicas podem afetar o tempo de esvaziamento gastrico (Russell e Bass, 1985), o
transito intestinal, volume e consisténcia das fezes (Fahey et al., 1990) e a producdo de
acidos graxos de cadeia curta no intestino (Muir et al., 1996). As pectinas, gomas,
mucilagens e algumas hemiceluloses representam as fibras solveis e sdo encontradas em
legumes, frutas, leguminosas, entre outros (De Angelis, 2001).

As fibras insolGveis sdo pouco fermentaveis, ndo formam gel e sdo excretadas
praticamente em sua forma intacta. Devido a sua baixissima digestibilidade, aumentam o
bolo fecal e consequentemente o peso das fezes, além de estimular o peristaltismo com
sua acdo agressiva na musculatura da parede intestinal (NRC, 2006). Também pode
diminuir a absorcdo e digestdo dos nutrientes no intestino delgado pela acdo de
microrganismos sobre a fibra, que cria uma barreira fisica a atuacdo de determinadas
enzimas digestivas (Vanderhoof, 1998). A lignina, celulose e algumas hemiceluloses sdo
consideradas fibras insolUveis e sdo encontradas em verduras, farelos (De Angelis, 2001)
e bagaco de cana.

O bagaco de cana é um residuo da extracdo do caldo, apds esmagamento da cana
nas moendas para fabricacao de alcool e agucar. A fibra de cana é o resultado do processo
de refinamento do bagaco de cana de agucar, que € moido finamente até 100% do material
atingir tamanho inferior a 0,4 milimetros. A fibra de cana ¢ composta por 53,5% de
celulose, 31,3% de hemicelulose, 6,4% de lignina, 2,6% de proteina bruta, 2,6% de
matéria mineral e conteudo inexpressivo de gordura (Veloso Junior, 2011). Possui em
torno de 91% de fibra dietética total, sendo praticamente 100% de fibra insolavel (Pinto,
2007).
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A digestibilidade dos nutrientes tem forte relacdo com o nivel de fibras da dieta, no
entanto os valores podem variar de acordo com as fontes de fibra, caracteristicas fisico-
quimicas e niveis de inclusdo (Sunvold et al., 1995). Loureiro et al. (2016) avaliaram a
digestibilidade de dietas enriquecidas com fibra de cana (10% e 20%) para gatos e
observou reducdo linear na digestibilidade da matéria seca, matéria organica, proteina
bruta, extrato etéreo em hidrdlise &cida, fibra dietética total, energia bruta e energia
metabolizavel. Também foi verificado aumento linear no numero de defecacdes e peso
médio da defecacdo com a inclusdo da fibra de cana. Fischer et al. (2012), ao
suplementarem dietas extrusadas para gatos com 12,8% de fibra de cana, também
constataram reducdo nos coeficientes de digestibilidade da matéria seca, matéria
organica, proteina bruta e extrato etéreo em hidrolise acida. Em relacdo a producéo de

fezes, a dieta com adicdo de fibra de cana apresentou valores maiores que a dieta controle.

1.3. Utilizacao de enzimas em dietas para gatos

A suplementacdo de enzimas exdgenas em dietas para gatos ndo € comum, no
entanto, para animais de producdo, principalmente suinos e aves, € realizada hd muitos
anos. A adicao de enzimas tem por objetivo reduzir ou eliminar os fatores antinutricionais,
aumentar a digestibilidade da dieta, tornar os nutrientes biologicamente mais disponiveis
e reduzir a poluicdo ambiental diminuindo a excrecdo de matéria seca dos animais
(Guenter, 1997).

As enzimas sdo proteinas globulares altamente especializadas e sua atividade
catalitica esta relacionada com a integridade da sua conformacao, desta forma, qualquer
mudanca em sua estrutura original pode afetar sua acdo (Lehninger et al., 2011). Os
fatores que podem influenciar a atividade catalitica sdo divididos em intrinsecos, 0s quais
se referem ao organismo do animal, como temperatura corporal, pH, comprimento e
tempo de transito no trato gastrintestinal, concentracdo do substrato em razdo da
velocidade de hidrélise enzimatica, resisténcia das enzimas exdgenas ao ataque das
enzimas enddgenas (Acamovic e Cleary, 1996) e fatores ligados ao ambiente externo e
ao processamento das ragdes, como por exemplo temperatura, pH, calor e pressao. Desta
forma, para se obter resultados com a adicéo da enzima, deve-se levar em consideracéo
todos os fatores acima, de maneira a conciliar a escolha de uma enzima que possa atender

0s objetivos propostos e se encaixar nas condi¢des de produgéo requeridas.



15

A escolha da enzima e sua forma de incorporacdo na dieta varia de acordo com o
seu objetivo. Podem ser adicionadas com o intuito de melhorar o processo de extrusao,
sendo aplicadas como aditivos; como suprimento as enzimas nao produzidas pelo
organismo (xilanases, fitases, celulase e B-glucanase); como complemento as enzimas
sintetizadas endogenamente (amilase, lipase e protease), para potencializar o processo
digestivo; e, diretamente no ingrediente a ser utilizado na racgdo, para aumentar sua
qualidade, por exemplo o tratamento enzimatico da farinha de penas (Carciofi et al., 2012;
Sa et al., 2013; Pacheco et al., 2015). No entanto, ndo foi encontrado na literatura
trabalhos que utilizaram enzimas para degradar bolas de pelos em gatos. Em um estudo
com ratos, Krugner-Higby et al. (1996) forneceram uma dieta semipurificada e
procederam com terapia de protedlise utilizando a enzima do mamao juntamente com
enzimas comerciais para degradar as bolas de pelos, porém ndo obtiveram sucesso e
encontraram 100% dos tricobezoares quando efetuaram a necropsia dos ratos. Para
humanos, encontram-se estudos sobre o tratamento de fitobezoares (massa s6lida formada
por compostos organicos nao digeriveis) no qual utilizam enzimas, como por exemplo a
papaina e celulase (Kramer e Pochapin, 2012; lwamuro et al., 2014).

Dessa forma, a utilizagao de proteases pode ser uma alternativa para degradacao de
tricobezoares em gatos domeésticos, além de poder ter influéncia na melhora da

digestibilidade dos nutrientes.

1.3.1.Proteases

Dentre as enzimas comercializadas, as proteases, também denominadas de
proteinases ou peptidases, correspondem a 60% do mercado mundial de enzimas
industriais (Ward et al., 2009), sendo as responsaveis por catalisar a hidrolise peptidica
de proteinas e fragmentos de proteinas. As peptidases modificam os substratos com
grande seletividade e especificidade, como exemplo as reacfes de ativacdo de formas
zimogénicas em enzimas liticas e 0 processamento e transporte de enzimas extracelulares
(Rao et al., 1998).

As proteases sdo usualmente classificadas em relacdo ao (i) tipo de reacéo
catalisada, em endo ou exoproteases, dependendo do local de clivagem; (ii) pH de
atividade 6tima, em &cidas, neutras ou alcalinas; (iii) natureza quimica e mecanismo do

sitio catalitico, em serino, cisteino, apartil, treonino ou metaloproteases; e (iv) relacdes
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evolutivas no que diz respeito a sua estrutura (Page e Di Cera, 2008; Rao et al., 1998;
Rawlings e Barrett, 2000).

As enzimas proteoliticas possuem um papel importante nos processos fisiologicos,
patoldgicos e também tecnologicos, causando alteracGes irreversiveis ou destruicdo dos
substratos (Barrett et al., 2001).

Os principais processos fisiologicos e patolégicos que elas atuam sdo o
catabolismo de proteinas, a coagulacdo do sangue, crescimento e migracdo celular,
inflamacéo, crescimento de tumores e metastases, transporte e secrecdo de proteinas
através da membrana, liberacdo de hormonios e precursores proteicos. De forma geral, as
proteases extracelulares catalisam a hidrolise de proteinas em moléculas menores para a
absorcéo da célula e as intracelulares participam da regulacdo do metabolismo (Rao et
al., 1998).

Em relacdo aos processos tecnoldgicos, as peptidases sdo utilizadas na producéo de
detergentes devido a especificidade para alguns substratos do material a ser removido; na
industria de alimentos sdo amplamente utilizadas em laticinios, amaciante de carnes
(Merheb et al., 2007). Na area farmacéutica sao utilizadas na composicdo de auxiliares
digestivos e combina¢fes com antibidticos. Também sdo inseridas nos processos de
tratamento de residuos industriais, alimentacdo animal (Schallmey et al., 2004) e sintese
proteica (Sumantha et al., 2006).

As enzimas proteoliticas comerciais sdo obtidas de plantas, animais e
microrganismos. As proteases produzidas por plantas (papaina, bromelaina, queratinases
e ficina) passam por um processo de obtencdo mais demorado pela necessidade de espaco
para cultivo, condi¢des climaticas ideais e periodo de desenvolvimento da planta. Ja as
de origem animal (tripsina pancreéatica, quimotripsina, pepsina e quimosina) dependem
da disponibilidade de animais para abate, tornando o processo dispendioso. Dessa forma,
as proteases produzidas por microrganismos apresentam regalias frente as outras fontes
devido ao seu rapido crescimento e pequeno espaco para cultivo (Rao et al., 1998). As
proteases microbianas possuem a vantagem de serem mais estaveis em relacdo as
homdlogas das plantas e animais e 0 seu processo de producgéo, além da obtencdo mais
facil, € um método que permite produzir grandes quantidades (Wiseman e Rebollar,
1991).

Os fungos e as bactérias sdo 0os microrganismos responsaveis pela producéo de
proteases pela maior facilidade para o cultivo e obtengdo da enzima. Na maioria dos

casos, as enzimas fangicas encontram um pH 6timo para o crescimento no acido ou
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neutro, ndo sendo termoestaveis. J& as enzimas bacterianas possuem um pH 6timo
proximo do alcalino ou neutro, sendo com frequéncia termoestaveis (Wiseman e
Rebollar, 1991).

1.3.1.1. Influéncia do pH e temperatura na atividade enzimatica das proteases

Para se obter a atividade enzimatica maxima, existe uma zona de pH ideal. As
enzimas, assim como outras proteinas, possuem muitos grupos ionizaveis, sendo que a
mudanca de pH pode alterar sua conformacéo, sua capacidade de ligagdo com o substrato
e a atividade catalitica dos grupos que formam o sitio ativo. Como consequéncia, pode
ocorrer a troca na velocidade maxima de reacédo, na afinidade da enzima pelo substrato e
alteracdo na estabilidade da enzima, dependendo do tempo que esta se submete ao pH
desfavoravel (Wiseman e Rebollar, 1991).

Assim como para o pH, a temperatura também possui uma zona ideal para atividade
enzimatica maxima. Ao elevar a temperatura, ha aumento na agitacdo das moléculas e
assim maior frequéncia das colisdes entre a enzima e o substrato. Por outro lado,
dependendo do grau de elevacéo, pode ocorrer a desnaturacdo da enzima, que tem sua
estrutura modificada e passa a ter uma conformacgédo desprovida de atividade. Desta
forma, a uma determinada temperatura, a atividade enzimatica ira diminuir conforme
aumenta o tempo de incubacdo. Em relacdo as baixas temperaturas, ndo ha efeito
desnaturante, entretanto, a repeticdo de transi¢cGes sélido-liquido ou congelamento-
descongelamento pode causar perdas na atividade enzimatica (Scriban, 1991).

1.3.2. Queratinas

As queratinas, definidas como proteinas estruturais fibrosas insolGveis, sdo as
principais constituintes da pele, pelos, penas, unhas, cascos, chifres e escamas (Gupta e
Ramnani, 2006). A principal caracteristica que diferencia a queratina de outras proteinas
fibrosas, como o colégeno e elastina, € o elevado teor de residuo de cisteina (Katoh et al.,
2004).

Estas proteinas sdo resistentes a degradacéo por proteases comuns, como a tripsina,
pepsina e papaina (Brandelli, 2008). As caracteristicas de resisténcia a degradacao e
insolubilidade da queratina se dao principalmente pela composi¢do e configuracao

molecular de seus aminoacidos constituintes (Riffel et al., 2003). Elas apresentam um
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firme empacotamento da cadeia proteica em a-hélice e B-pregueamentos e também um
elevado nivel de enovelamento da cadeia peptidica. Além disso, altos graus de ligagdo
inter e intracadeia sdo formadas através de ligacdes dissulfeto, pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofdbicas, as quais sdo facilitadas pelo alto contetdo de cisteina (Onifade
et al., 1998). Dessa forma, as queratinas foram essenciais nos processos adaptativos dos
animais, agindo como barreiras mecanicas, térmicas e estruturais (Busson et al., 1999).
As queratinas sdo classificadas como a-queratina, B-queratina ¢ y-queratina (Voet
et al., 1999; Kornillowicz-Kowalska e Bohacz, 2011). As a-queratinas possuem uma
concentracdo de residuo de cisteina elevada (10,5% - 17%), faz com que formem varias
pontes dissulfeto e estabilizem a estrutura quaternéria da queratina (Lehninger et al.,
2011). Elas também sdo denominadas de queratina “dura” (Voet et al., 1999) e constituem
apenas apéndices de mamiferos, como garras, cascos, unhas e cabelos/pelos (Lehninger
et al., 2011). Ja as B-queratinas possuem menor quantidade de cisteina (4,2% - 7,6%) e
maior prevaléncia dos residuos de aminoacidos serina, glicina, prolina e alanina,
resultando na diminuicdo de pontes dissulfeto (Kornillowicz-Kowalska e Bohacz, 2011).
Devido a essa caracteristica ¢ denominada também de queratina “mole” e compde penas
e escamas (Voet et al., 1999). As y-queratinas sdo proteinas nao estruturais, formadas por
proteinas globulares e ricas em pontes de dissulfeto. Sdo encontradas na cuticula capilar
(Kornillowicz-Kowalska e Bohacz, 2011). Segundo Ramnani e Gupta (2004), a cadeia

polipeptidica da conformagao B é mais facilmente hidrolisada que a a-queratina.

1.3.2.1. Degradacéo da queratina

Apesar da alta estabilidade da queratina e da incapacidade das enzimas proteoliticas
de mamiferos e aves em hidrolisa-las, existem microrganismos decompositores naturais,
que utilizam a queratina como substrato, que sdo chamados de microrganismos
queratinoliticos (Bach et al., 2011). Estes organismos produzem proteases especificas,
denominadas de queratinases, com capacidade de degradar materiais queratinosos
(Onifade et al., 1998).

A investigacdo sobre a atuacdo desses microrganismos € crescente pela sua
importancia industrial no processamento de couros, producdo de ragdes, tratamento e
aproveitamento de residuos da industria avicola, entre outros (Onifade et al., 1998).

Tanto fungos como bactérias sdo capazes de produzir queratinases, no entanto,

como a maioria das espécies de fungos queratinoliticos sdo patogénicos, e portanto com
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potencial bioldgico limitado, os estudos atuais focam na utilizagdo de bactérias
queratinoliticas (Riffel et al., 2003). O género de bactéria mais pesquisado é o Bacillus
(Kim et al., 2001). Entre as espécies podem ser citadas Bacillus licheniformis, B. subtilis,
B. pumilis, B.amyloliquefaciens.

A forma como ocorre a degradacdo da queratina ainda ndo é totalmente elucidada
(Kornillowicz-Kowalska e Bohacz, 2011). Uma primeira teoria considera que haja apenas
a atuacdo de queratinases, no entanto, preparacdes puras de queratinases frequentemente
sdo incapazes de hidrolisar totalmente a queratina, possivelmente pela existéncia de
pontes dissulfeto (Brandelli et al., 2010).

Ja uma segunda teoria supde um mecanismo de duas fases: sulfitdlise e protedlise.
Primeiramente é realizada quebra das pontes de dissulfeto pelo sulfeto inorgéanico, no
caso de fungos ou reducdo de pontes de dissulfeto por uma enzima similar a dissulfeto
redutase, no caso de bactérias. Em seguida os produtos da quebra e da reducdo sdo
expostos a acdo das queratinases e outras proteases. Alguns autores propdem que a
sulfitdlise e protedlise ocorrem simultaneamente (Kornillowicz-Kowalska e Bohacz,
2011).

1.3.2.2. Queratinases

As queratinases, enzimas produzidas por microrganismos queratinoliticos, sao
proteases especificas que se distinguem das outras peptidases pela sua maior capacidade
de hidrolisar a queratina. Seu mecanismo de acdo catalitica ainda ndo esta elucidado,
porém, supBe-se que sdo simples proteases que atuam em conjunto com agentes redutores
ou outras enzimas com atividade de dissulfeto-redutase. A maioria delas sdo induzidas
pela presenca da queratina e sdo ativas apenas no meio extracelular (Onifade et al., 1998).

As atividades queratinoliticas microbianas e especificidades enzimaticas por
substrato descritas na literatura sdo variadas, fato que pode ser explicado pelas diferentes
espécies existentes e metodologias utilizadas. Algumas queratinases hidrolisam apenas
queratina, enquanto outras, como a Bacillus licheniformis, sdo capazes de hidrolisar
varios substratos, como soro-albumina bovina, colageno, elastina, entre outras (Chitte et
al., 1999).

As propriedade fisico-quimicas destas enzimas sao diversas, variando conforme a
espéecie do microrganismo produtor. A maioria pertence a classe das serina proteases,

porém, também foram encontradas tiol e metalopeptidases. Os pH e temperaturas de
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maior atividade também variam bastante, sendo a maioria alcalina, pH 7,5 — 10, e
moderadamente termofilicas, 45 - 90°C (Bernal et al., 2003).

Queratinases sao muito importantes, pois hidrolisam cabelos, penas, colageno e
desobstruem sistemas de esgoto durante o tratamento de aguas residuarias (Chitte et al.,
1999). Também séo aplicadas em industria de alimentos, téxteis, de couro e no tratamento
de residuos do processamento industrial de aves domesticas (Farag e Hassan, 2004). Séo
utilizadas na medicina na eliminacdo de calos humanos e também em casos de acne e

psoriase (Vignardet et al., 2001).
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I1- OBJETIVOS GERAIS

O estudo objetivou avaliar o efeito da inclusdo de fibra insollvel, associada ou ndo
ao complexo enzimatico, composto por proteases, sobre a preven¢do da formacdo de
bolas de pelos em gatos domésticos e seus efeitos sobre a digestibilidade aparente dos

nutrientes, energia e caracteristicas fecais.
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I11 — Alternativas nutricionais para a prevencao da formacao de bolas de pelos em gatos.
(Journal of Animal Science)

RESUMO: O habito de autolimpeza ¢ caracteristico de gatos E como consequéncia disto
0 consumo de pelos € inevitavel. Dessa maneira, a formacdo de bolas de pelos ocorre
naturalmente nesta espécie e eventualmente pode causar disturbios gastrointestinais como
vomito, disquezia, constipacédo e obstrucéo intestinal. Atualmente as principais formas de
prevenir este problema sdo a associa¢do de manejo do animal e aumento no teor de fibras
na dieta. Neste estudo, objetivou-se avaliar a inclusdo de uma fibra insoluvel, associada
ou ndo ao complexo de proteases contendo queratinase, na prevencao da formagéo de
bolas de pelos em gatos, observando os efeitos do complexo enzimético, sobre a
digestibilidade e energia metabolizavel aparente da dieta e caracteristicas fecais. O estudo
foi dividido em duas etapas: pré-experimento e experimento. A fase pré-experimental foi
realizada com o intuito de avaliar a atividade enzimatica in vitro de quatro enzimas
comerciais e selecionar a de maior desempenho para a realizagdo do experimento com 0s
animais. Também foi avaliada a atividade da enzima escolhida sobre o pelo e determinado
suas melhores condi¢cdes de atuacdo (concentracdo, pH, temperatura e tempo de
hidrolise). O experimento foi conduzido em blocos ao acaso (2 blocos x 4 dietas x 3
repeticBes por bloco), com duracdo de 57 dias cada. As dietas experimentais constituiam-
se de: controle (Co), baixa adicdo de fibra insolGvel e sem enzima; controle com enzima
(Coeny); alta fibra (AF): com adicdo de 14,84% de fibra de cana e sem enzima; alta fibra
com enzima (AFenz). A energia metabolizavel das ragGes foi estimada de acordo com sua
composicdo bromatoldgica e a quantidade fornecida foi calculada individualmente de
acordo com as necessidades energéticas para gatos em manutencdo. O consumo de cada
animal foi mensurado diariamente. Para cada dieta, foram determinados os coeficientes
de digestibilidade in vitro, a digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e a energia
metabolizavel (EM), através da coleta total de fezes, sem coleta de urina. Para
quantificacdo das bolas de pelos, as fezes dos animais foram coletadas em quatro
momentos (dias -2 a 0; 15 a 17; 31 a 33 e 47 a 49). Durante as coletas dos tricobezoares
e teste de digestibilidade in vivo, as fezes foram coletadas, avaliadas através do escore
fecal e pesadas. A producdo de fezes diaria foi calculada. No teste in vitro, a enzima
apresentou atividade sobre o pelo, porém, em altas concentracdes. A temperatura e pH
que a enzima apresentou melhor atividade foi em 55°C e 8, respectivamente. O consumo
de MS foi maior (P = 0,005) para as dietas contendo alta inclusdo de fibra de cana. A
ingestdo de EM néo diferiu (P = 0,068) entre os tratamentos. A inclusdo da enzima néo
teve efeito sobre 0 CDA dos nutrientes, da EB e da EM. A adi¢do de alto nivel de fibra
de cana reduziu (P<0,05) o CDA de todos os nutrientes, EB e EM. A producéo de fezes
(P<0,05) aumentou com a incluséo de fibras. O escore fecal ndo diferiu entre as dietas (P
=0,236). A MS da fezes foi igual (P = 0,918) para todos os tratamentos. A adicédo de fibra
insoltvel e enzima, separadamente, ndo reduziu o nimero médio total de bolas de pelos
excretadas. No entanto, quando associadas, foi verificado a redu¢do no nimero total
médio de bolas de pelos excretadas (P = 0,0344). N&o houve associagdo entre o tamanho
de bolas de pelos excretadas em relacdo aos tratamentos (P = 0,3763).

Palavras-chave: enzima, felinos, fibra insoltvel, prevencéo, tricobezoares.



26

ABSTRACT: The grooming habit is common in cats, so the intake of hair is inevitable.
In this way, the formation of hairballs occurs naturally in this species and may eventually
cause gastrointestinal disorders such as vomiting, dyschisis, constipation and intestinal
obstruction. Currently the main ways to prevent this problem are the association of animal
management and the increase of fiber content in the diet. This study aimed to evaluate the
inclusion of an insoluble fiber, associated or not to a complex of proteases containing
keratinase, to prevent the formation of hairballs in cats, observing the effects of the
enzymatic complex on the digestibility and apparent metabolizable energy of the diet and
fecal characteristics. The study was divided into two stages: pre-experiment and
experiment. The pre-experimental phase was carried out with the purpose of evaluating
the in vitro enzymatic activity of four commercial enzymes and selecting the one with the
highest performance to perform the experiment with the animals. The activity of the
enzyme chosen on the hair was also evaluated and its best performance conditions
(concentration, pH, temperature and hydrolysis time) were determined. The experiment
was conducted in randomized blocks (2 blocks x 4 diets x 3 replications per block), each
lasting 57 d. The experimental diets consisted of: control (Co), low addition of insoluble
fiber and without enzyme; Control with enzyme (Coenz); High Fiber (HF): with addition
of 14.8% of sugarcane fiber and without enzyme; High Fiber with enzyme (HFenz). The
metabolizable energy of feed was estimated according to its bromatological composition
and the amount supplied was calculated individually according to the energy
requirements for cats in maintenance. The consumption of each animal was measured
daily. For each diet, it was determined the in vitro digestibility coefficients, the apparent
digestibility (CDA) of the nutrients and the metabolizable energy (ME) through the total
collection of feces, without collection of urine. For quantification of hairballs, the
animals’ feces were collected in four moments (at days -2 to 0; 15 to 17; 31 to 33 and 47
to 49). During the tricobezoars’ collection and the in vivo digestibility test, the feces were
collected, evaluated through the fecal score and weighed. The daily fecal production was
calculated. In the in vitro test, the enzyme showed enzymatic activity over the hair in high
concentrations. The temperature and pH of the enzyme showed the best activity were at
55°C and 8, respectively. The dry matter’s consumption was higher (P = 0.005) for diets
containing high addition of sugarcane fiber. The ME intake did not differ (P = 0.068)
between treatments. The enzyme’s inclusion had no effect on the CDA of nutrients, gross
energy (GE) and ME. The addition of high level of sugarcane fiber reduced (P<0.05) the
CDA of all nutrients, GE and ME. The feces’ production increased (P<0.05) with the
inclusion of fibers. The fecal score did not differ between diets (P = 0.236). The feces’s
DM was the same (P = 0.918) for all diets. The addition of insoluble fiber and enzyme,
separately, did not reduce the total mean number of excreted hairballs. However, when
they were associated, a reduction in the total mean number of excreted hairballs was
observed (P = 0.0344). There was no association between the size of excreted hairballs in
relation to treatments (P = 0.3763).

Key words: enzyme, felines, insoluble fiber, prevention, tricobezoars



27
INTRODUCAO

As bolas de pelos (tricobezoares) séo formadas naturalmente em gatos devido seu
habito higiénico de autolimpeza. Os felinos passam de 25 a 30% do seu tempo se
lambendo, podendo ser maior quando alojados em um espaco limitado ou em situac6es
de estresse (Panaman, 1981; Willemse et al., 1994). Um gato de pelagem curta perde em
média 28 g de pelo por kg de peso corporal por ano, sendo que dois tercos dessa
quantidade € ingerida (Hendriks et al., 1997).

O modo como os tricobezoares sdao formados em gatos ainda ndo é totalmente
elucidado, porém acredita-se que é pela auséncia do complexo mioelétrico migratorio a
partir do estdmago, que é responsavel pela motilidade gastrointestinal no periodo
interdigestoério. Diferente de outros mamiferos, o complexo mioelétrico migratério foi
detectado nos felinos apenas perto do ileo (Twedt, 1994). Desta forma, o peristaltismo
ndo move os pelos ingeridos, 0s quais se enredam na mucosa gastrica e formam massas
solidas no estdbmago ou intestino delgado (DeBakey e Ochsner, 1939).

Normalmente os tricobezoares sdo eliminados através de vomitos ou defecacao,
no entanto, em alguns casos mais graves podem causar obstrucdo intestinal (Barrs et al.,
1999). Pouco se conhece sobre estratégias nutricionais para reducao da formacao de bolas
de pelos em gatos, porém, a mais utilizada atualmente € a incluséo de fibras insolUveis
nas ragdes (Loureiro et al., 2014).

As fibras insolUveis aumentam a taxa de passagem pelo trato gastrintestinal,
aumentando a excre¢do dos pelos e diminuindo dessa maneira a formagéo e o tamanho
dos tricobezoares (Beynen et al., 2011). Essa estratégia apenas minimiza o problema, ndo
solucionando-o totalmente. Uma vez que o pelo é composto principalmente por queratina
e as enzimas digestivas presentes no estdmago e intestino delgado séo incapazes de digeri-

las, a adicdo de queratinases na dieta poder ser uma alternativa para degradacgéo dos pelos.
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As queratinases sdo em geral extraidas e purificadas a partir de microrganismos dos
géneros Bacillus, Streptomyces e Aspergillus e possuem acdo proteolitica eficiente sobre
a queratina de penas, por exemplo (Farag e Hassan, 2004). Desta forma, hipotetizou-se
que estas enzimas, se utilizadas na dieta, possam também atuar sobre pelos ingeridos,
reduzindo a formacéo de tricobezoares em gatos.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da inclusdo de fibra insollvel,
associada ou ndo ao complexo enzimatico de proteases como alternativas nutricionais no
controle da formacdo de bolas de pelos em gatos e o efeito destes aditivos sobre a

digestibilidade dos nutrientes, energia e caracteristicas fecais de gatos.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa,
protocolo n°® 1748100215.

Este estudo foi dividido em duas etapas, denominadas pré-experimento e
experimento. Durante a fase pré-experimental o objetivo foi definir a protease comercial
a ser empregada nas dietas, determinar a atividade enzimatica e as melhores condic¢des de
atuacdo da enzima. Uma vez definidas estas condicdes, o experimento foi realizado no
intuito de avaliar os efeitos das intervengdes nutricionais com fibra insolivel, associada
ou ndo ao complexo de proteases sobre a prevencdo da formacéo de bolas de pelos em
gatos.

Pré-experimento

O pré-experimento foi conduzido no Laboratério de Andlise de Alimentos e

Nutricdo Animal (LANA) da Universidade Estadual de Maringa, campus de Maringa.
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Determinacdo da enzima e concentragao

Quatro complexos de proteases provenientes de diferentes microrganismos foram
selecionados: Enzima 1 (Bacillus liqueniformis), Enzima 2 (Bacillus liqueniformis PWD-
1); Enzima 3 (Aspergillus niger) e Enzima 4 (Serratia proteamaculans HY-3).

O ensaio de atividade enzimatica foi feito segundo o método de Rodrigues
Marcondes et al. (2008), porém com algumas modificacdes. O substrato de queratina
azure utilizado nos ensaios foi produzido com penas de frango moidas. Para isso, as penas
foram obtidas de um frigorifico de aves e lavadas com dodecil sulfato de sddio a 1% para
eliminar eventuais residuos de sangue, sujeira e gordura. Apos a lavagem, o material foi
colocado em estufa ventilada (Marconi, MAO035, Piracicaba, Sdo Paulo) a 55°C por 48
horas para secagem. Em seguida, foram trituradas em moinho tipo bola.

Para o preparo da queratina azure, foi pesado 1 g de amostra de penas de frango
moidas e 0,15 g de RBBR (Remazol Brilliant Blue R, Sigma Aldrich, Sao Paulo, Brasil)
em um becker de 500 mL. Foi adicionado 30 mL de agua e agitado durante 10 min. Apés
isso, adicionou-se, gota a gota, 10 mL de solucdo de Na2SO4 (10 mg/10 mL agua) com
agitacdo durante 5 min. Foi alcalinizado com NaOH (0,5 g/10 mL de agua) e mantido 90
min em agitacdo. Apos esse tempo, a amostra foi filtrada a vacuo e lavada com a mistura
2:1 (etanol/acetato de sddio [0,05M] em agua) até ndo liberar mais cor. Posteriormente
foi lavado com 100 mL de etanol/agua (4:1), depois apenas com 100 mL de etanol e mais
uma vez com 100 mL de acetona. Apos essas etapas, a amostra foi seca em temperatura
ambiente.

Para o ensaio de atividade enzimatica, foi adicionado 10 mg de queratina azure e
1,5 mL de solugdo tampdo fosfato (pH 8) em tubo falcon (15 mL). Volume gradativo
(100, 200, 400, 600 e 800 pL) de solucdo de enzima (50 mg/L) recentemente preparada

foi adicionado em cada tubo com a finalidade de obter concentracdes final de: 0,0005;
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0,001; 0,002; 0,003 e 0,004 mg de enzima/mg de queratina azure. Os tubos foram
submetidos a temperatura de 55°C em banho-maria durante 3 horas. O branco foi
determinado pelo mesmo processo anterior, no entanto com a solucao de enzima fervida
(inativada) antes de ser incubada. Os tubos com as amostras foram recolhidos e
centrifugados (centrifuga Hermle, Z323K, Wehingen) a 1077 x g rcf durante 10 min sobre
temperatura de 15°C. O sobrenadante das amostras foi filtrado com peneira com malha
de nylon e foi medido a absorbancia a 578 nm (BioPlus, P200, Barueri). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que resultou no aumento
de 0,01 na absorbéancia. Os ensaios foram feitos em duplicatas.

Determinacdo das melhores condi¢des de atuacéo da enzima

A determinacdo das melhores condi¢cdes de atuacdo da enzima escolhida foi feita
utilizando o método de atividade enzimatica citado acima empregando a concentracédo de
0,003 mg de enzima/mg de queratina azure. Foram testadas diferentes temperaturas (45,
55, 65, 75°C), pH (6, 7, 8, 9) e tempos de hidrolise (0, 1, 2, 3, 4h). Os ensaios foram feitos
em duplicatas. Os resultados foram expressos em atividade relativa, sendo o maior valor
de atividade considerado como 100%.

Avaliacdo da atividade enzimatica sobre os pelos e defini¢cdo da concentracéo
enzimatica

Foi conduzido um ensaio de atividade enzimatica para avaliar a capacidade da
enzima em hidrolisar pelos. Essa etapa seguiu 0 mesmo padrao das etapas anteriores, com
apenas algumas modificacfes. Para preparar a amostra de queratina azure foram
utilizados pelos moidos (exclusivamente brancos) em substituicdo as penas moidas, 0s
quais foram obtidos dos mesmos gatos utilizados no experimento. A solugdo de enzima
foi preparada na concentracdo de 400 mg/L e foram adicionadas diferentes quantidades

desta solucéo (100, 200, 400 e 800 uL) para se obter concentracéo final de: 0,004; 0,008;
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0,016 e 0,032 mg de enzima/mg de queratina azure. As concentracfes testadas foram
maiores que nos ensaios com as penas por causa da maior dificuldade de hidrolise dos
pelos. O ensaio de atividade enzimatica foi conduzido apenas em temperatura de 39°C e
pH em torno de 7,0 (parametros fisiologicos do gato).

Avaliacdo da atividade enzimatica da enzima microencapsulada em pH 2,0 e
6,0

Com o intuito de adicionar a enzima diretamente na racdo dos animais, procedeu
com o revestimento com polimetacrilato (Rheapol L100, Cornileus Pharmaceutical,
india) para torné-la resistente ao pH acido do estdmago. Apés esse processo, foi realizada
a atividade enzimatica para concluir se o revestimento foi efetivo. A metodologia de
atividade enzimaética foi a mesma supracitada, porém, o pH da solucdo foi modificado.
Dois ensaios foram realizados simultaneamente. No primeiro, a enzima foi submetida
diretamente ao pH 2 e permaneceu 2 h incubada (simulando o tempo de retencdo no
estdmago), apos esse tempo, o tubo foi retirado do banho-maria e o pH foi ajustado para
6, e a enzima foi incubada mais 4 h. Finalizando esse periodo, as amostras foram retiradas
e foi medida a absorbancia. No segundo ensaio, as enzimas foram submetidas apenas ao

pH 6, do inicio ao fim da incubacéo.

Experimento

Local

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Nutricdo e Metabolismo de Felinos
Domésticos, localizado na Fazenda Experimental de Iguatemi, pertencente a
Universidade Estadual de Maringa, campus de Maringa.

Animais, Dietas e Delineamento Experimental

Foram utilizados 24 gatos adultos sadios, sem raca definida, com idade aproximada

de 2 anos, peso corporal médio de 3,8 + 0,56 kg, castrados, sendo 12 machos e 12 fémeas.
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Foram formulados dois alimentos, uma racao controle com baixo nivel de fibra (Co)
e uma racgdo teste com alta inclusdo de fibra (AF) com menor inclusdo de proteina e
gordura. A modificacdo dietética em AF em relacdo ao Co foi realizada com o proposito
de se obter um alimento com maior taxa de passagem pelo trato gastrintestinal, reduzindo
a probabilidade da formacdo de bolas de pelos. As dietas foram formuladas de acordo
com as recomendacOes nutricionais para gatos em manutencdo da FEDIAF (2012). A
formula e composicdo quimica das racOes estdo apresentadas na Tabela 1. Além das
diferentes dietas, os animais receberam capsulas gastrorresistentes via oral contendo
enzima (5 mg/gato/dia, SID) ou placebo (amido purificado). A enzima empregada neste
estudo foi produzida pelo género Bacillus liqueniformis. Desta forma, foram constituidos
quatro tratamentos, em um esquema fatorial 2 x 2, sendo duas dietas, suplementadas ou
ndo com enzima, conforme descrito a seguir:

- Controle (Co) — ra¢do Co + capsula placebo;

- Controle suplementado com enzima (Coen;) - racdo Co + capsula com enzima.

- Alta fibra (AF) - racdo AF + capsula placebo;

- Alta fibra suplementado com enzima (AFen;) — racdo AF + capsula com enzima;

O experimento foi realizado em dois periodos com 12 gatos em cada. Cada bloco
incluiu 3 gatos por tratamento, totalizando 6 gatos. Cada periodo teve duracao de 57 dias,
distribuidos da seguinte forma: dias -7 a -3 para adaptagdo dos animais as gaiolas e racdo
Controle; dias -2 a 0 para quantificacdo de tricobezoares nas fezes recebendo apenas a
racao Controle; dias 1 a 9 para adaptagédo aos tratamentos citados acima; dias 10 a 14 para
adaptacdo as gaiolas; dias 15 a 17 para quantificacdo de tricobezoares nas fezes; dias 26
a 30 para adaptacdo as gaiolas; dias 31 a 33 para quantificacdo de tricobezoares nas fezes;
dias 42 a 46 para 0 ensaio de digestibilidade e dias 47 a 49 para quantificacdo dos

tricobezoares.
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Durante os dias de adaptacdo as gaiolas, coleta de tricobezoares e ensaio de
digestibilidade os animais permaneceram em gaiolas metabolicas individuais (1 mx 1 m
x 0,5 m). No restante dos dias, os gatos foram alojados em gatil coletivo e nos momentos
da alimentacdo (8 as 9 h e 14 as 15 h) foram alocados em gaiolas individuais. A capsula
foi fornecida antes da refeicdo da tarde. A energia metabolizavel das racGes foi estimada
de acordo com sua composicdo bromatoldgica e a quantidade fornecida foi calculada
individualmente de acordo com as necessidades energéticas (NRC, 2006). As sobras
foram pesadas ao final do dia e 0 consumo mensurado. A agua foi fornecida ad libitum.

Os ingredientes da racdo foram moidos em moinho de martelos modelo GTM1001
(Garthen, Machados — Navegantes, Santa Catarina) com peneira de 0,8 mm e extrusados
em extrusora de rosca simples (Inbramaq, capacidade 150kg/h, Ribeirdo Preto, Brasil). A
densidade e flutuacdo dos kibbles foram controlados a cada 10 min na saida da extrusora

e do secador.
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Tabela 1. Composicéo centesimal (%) e composicao quimica analisada da racao controle

(Co) e ragéo alta fibra (AF).

Ingredientes Co AF
Farinha de visceras de aves 30,99 28,73
Milho grao 13,34 26,10
Fibra de cana 0,73 14,84
Quirera de arroz 10,00 10,00
Gluten de milho 60% 20,93 6,85
Farelo de soja 45% 10,00 5,00
Gordura de aves 9,68 3,47
Palatabilizante 2,00 2,00
Premix! 1,00 1,00
Fosfato bicalcico 0,35 0,85
Sal comum 0,50 0,50
Cloreto de potassio 0,09 0,28
Cloreto de colina 60% 0,27 0,27
Antiflingico 2 0,10 0,10
Antioxidante sintético 3 0,02 0,02
Composicdo quimica analisada das dietas na matéria seca
Proteina Bruta (g/1000 kcal EM) 88,98 81,12
Extrato Etéreo Hidrdlise Acida (g/1000 kcal EM) 38,68 28,57
Fibra Bruta (g/1000 kcal EM) 4,60 28,08
Matéria Mineral (9/1000 kcal EM) 27,94 30,04
Energia Bruta (kcal/kg) 4563 4358
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3676 3269

1 — Composicdo do Premix Mineral Vitaminico: Vitamina A: 2250000 Ul/kg, Vitamina B1: 1250 mg/kg, Vitamina
B12: 5000 mcg/kg, Vitamina B2: 1000 mg/kg, Vitamina B6: 1000 mg/kg, Vitamina D3: 187500 Ul/kg, Vitamina E:
7500 Ul/kg, Vitamina K3: 25 mg/kg, Acido Pantoténico: 1250 mg/kg, Acido Félico: 200mg/kg, B.H.T.: 5000 mg/kg,
Biotina: 17,5 mg/kg, Cobre: 1250 mg/kg, Colina: 60 g/kg, Ferro: 20 g/kg, lodo: 87,5 mg/kg, Manganés: 1875 mg/kg,

Niacina: 15 g/kg, Selénio: 25 mg/kg, Zinco: 18,75 g/kg.

2 _ Composicdo do Antifingico: Acido Propidnico: 350 g/kg, Sorbato de potéssio: 150 g/kg, Hidroxido de aménia: 30

g/kg.

3 _ Composigo do Antioxidante: BHT: 100 g/kg, Acido citrico: 35 g/kg, BHA: 10 g/kg, Etoxiquim: 10 g/kg.
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Digestibilidade aparente dos nutrientes, energia metabolizavel e qualidade de
fezes

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e energia metabolizavel
das racGes foram determinados pelo método de coleta total de fezes, sem coleta de urina,
segundo recomendacgdes da AAFCO (2010). O consumo alimentar foi mensurado
diariamente. As fezes foram coletadas durante cinco dias consecutivos, pesadas e
acondicionadas em sacos plasticos individuais previamente identificados por animal e
armazenadas em freezer (-15°C).

Apbs o fim da coleta, as fezes foram descongeladas e colocadas em estufa de
ventilacao forcada (Marconi, MAO35, Piracicaba, S&o Paulo) a 55°C durante 72 h para
efetuar a pré-secagem. A amostra de cada animal foi moida separadamente em moinho
tipo faca tipo “willey” (Marconi, Piracicaba, Sao Paulo) equipado com peneira de 1 mm
e homogeneizadas para posteriores analises laboratoriais. As racdes passaram pelo
mesmo procedimento de moagem.

Nas amostras de fezes foram determinados os teores de matéria seca (método:
934.01), proteina bruta (método: 954.01) e matéria mineral (método: 942.05) segundo
procedimento descrito pela AOAC (1995). Para as ragOes, alem desses citados, também
foram analisados o extrato etéreo hidrélise acida (método: 954.02) e fibra bruta (FB). A
energia bruta (EB) das ragdes e fezes foi determinada em bomba calorimétrica adiabatica.
Estas analises foram realizadas em duplicatas e repetidas quando variavam mais de 5%.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) da mateéria seca, proteina bruta, matéria organica, matéria
mineral e energia bruta segundo AAFCO (2010). A energia metabolizavel foi calculada

considerando os valores de energia digestiva e proteina digestivel das dietas.
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A qualidade das fezes foi determinada por meio do escore fecal segundo
metodologia descrita por Carciofi et al. (2008). Atribuiu-se notas de 0 a 5, sendo: 0 =
fezes liquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias, mal formadas e que
assumem o formato do recipiente de colheita; 3 = fezes macias, formadas e umidas, que
marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e consistentes que ndo marcam o piso; 5 = fezes
bem formadas, porém duras e secas. O escore entre 3 e 4 sdo considerados normais.

Quantificacao de tricobezoares nas fezes

A quantificacdo de tricobezoares nas fezes dos gatos foi realizada segundo
metodologia descrita por Loureiro et al. (2014). As fezes produzidas entre os dias -2 a 0
(momento 0 — controle), 15 a 17 (momento 1), 31 a 33 (momento 2) e 47 a 49 (momento
3) foram coletadas, pesadas e congeladas em freezer a (-15°C), formando assim uma
amostra por animal, bloco e momento de avaliacédo.

Ao final do periodo de coleta, as amostras de fezes foram descongeladas e pesadas.
Para a contagem de tricobezoares, as fezes foram lavadas com agua corrente em peneiras
de nylon com didmetro de 14,5 cm e furos de 2 mm x 1 mm até todo o material fecal se
dissolver e ficarem retidas apenas as bolas de pelos. Os tricobezoares coletados foram
entdo secos em estufa de ventilacdo forcada (Marconi, MAOQ35, Piracicaba, Sdo Paulo) a
55°C por 24h e lavados com uma mistura 1:1 (v:v) de éter de petroleo e éter etilico até
retirar o residuo aderido aos pelos. Em seguida os tricobezoares foram pesados,
classificados em pequenos (menor de 1 cm), médios (entre 1 e 2 cm) e grandes (maiores
do que 2 cm) e contados.

Digestibilidade in vitro

Os coeficientes de digestibilidade in vitro das ragdes foram determinados segundo
0 método descrito por Hervera et al. (2007), sendo modificada a quantidade de amostra

utilizada (de 1 g para 0,75 g), seguindo as recomendagdes de Ponciano Neto et al. (2015)
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para dietas extrusadas para gatos. As condi¢des de incubacdo in vitro simularam os
processos de digestdo em duas etapas, no estdbmago e intestino delgado, utilizando sistema
enzimatico contendo as enzimas pepsina e pancreatina. Amostras de racdo (Co e TT)
foram moidas em moinho tipo faca “willey” (Marconi, Piracicaba, Sao Paulo) com
peneira de 1 mm e em seguida 0,75 grama de cada amostra foi pesada em frascos
Erlenmeyer de 50 mL. Vinte e cinco mL de tampdo fosfato (0,1 M, pH 6) foram
adicionados a cada frasco e homogeneizados. A esta solucao foi adicionado 10 mL de 0,2
M de HCI e o pH foi ajustado para pH 2,0 com solucdo de 1M HCI e 1M NaOH. Em
seguida, 1 mL de solucdo de pepsina, recentemente preparada foi adicionada, contendo
10 mg de pepsina (P7000, Sigma-Aldrich). Os frascos foram fechados e as amostras
incubadas em banho-maria a 39°C durante 2 horas sob agitacdo constante. Apos 2 horas
de incubacéo, os baldes foram resfriados e foi adicionado 10 mL de tampao fosfato (0,2
M, pH 6,8) e 5 mL de NaOH 0,6 M. O pH foi ajustado a 6,8 com a solucdo de HCI e
NaOH como descrito no passo anterior. Em seguida, 1 mL de solucdo de pancreatina
(P1625, Sigma-Aldrich) preparada na hora, contendo 100 mg de pancreatina em po, foi
adicionada em cada baldo. Posteriormente, os frascos foram incubados novamente em
banho-maria a 39°C, durante 4 horas, sob agitacdo constante. Apos a segunda fase de
incubacdo, o baldo foi resfriado e adicionou-se 5 mL de acido sulfossalicilico 20%. As
proteinas solubilizadas, mas ndo digeridas foram precipitadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O residuo néo digerido foi ent&o filtrado utilizando-se cadinhos de
vidro de porosidade 2. Apds lavagens sucessivas (a cada 3 min), duas vezes com 10 mL
de etanol a 96% e duas vezes com acetona a 99%, o residuo n&o digerido foi seco em
estufa a 105°C e pesado.

Para simular o ensaio de digestibilidade in vivo conduzido no experimento com 0s

animais, adicionou-se a enzima (queratinase - a mesma utilizada nas capsulas fornecidas
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aos animais) em diferentes etapas da digestibilidade in vitro. Cada amostra foi avaliada
em triplicatas. Os tratamentos (adi¢Ges) seguem descritos abaixo:
v Co: foi utilizada amostra da racdo Co e a digestibilidade in vitro foi executada
como descrito acima, sem adi¢do da enzima (queratinase);
v Coenz: foi utilizada amostra da racdo Co e foi adicionado 0,062 mg de enzima
(queratinase) na segunda fase de digestéo;
v AF: foi utilizada amostra da racdo AF e a digestibilidade in vitro foi executada
como descrito acima, sem adi¢do da enzima (queratinase);
v' AFen: foi utilizada amostra da racdo AF e foi adicionado 0,054 g de enzima
(queratinase) na segunda fase de digest&o.
Anélise estatistica
Os resultados referentes ao consumo, digestibilidade, qualidade e producéo fecal
foram submetidos a analise de variancia. Quando diferencas foram verificadas pelo teste
F, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey e por contraste ortogonal.
Considerou-se significativo valores de P<0,05. Estas analises foram conduzidas
utilizando o programa estatistico Minitab Statistical Software (State College PA, USA).
Os resultados referentes as bolas de pelos foram avaliados pelo modelo de regressédo
de Poisson e também pelo teste qui-quadrado. O modelo de regressao Poisson foi aplicado
da seguinte maneira: sendo Y;,Y,,..., Y, uma amostra aleatéria independente de uma
varidvel aleatoriaY , tal que Y; ~ Poisson(4), 0 modelo de regressao linear generalizado
com efeitos mistos utilizando a funcdo de ligagéo foi dado por:

g) =n=1log(A) = By + BiTrat2; + f,Trat3; + BsTrat4; + b;Ani; + b,Peri;

Fixo Aleatorio

em gue A é a média total de bolas observadas na i-ésima unidade experimental. Em que
Trat 2 = COenz, Trat 3 = AF e Trat 4 = AFenz. Os tratamentos foram considerados como

efeitos fixos e animal e periodo foram considerados efeitos aleatorios.
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O teste qui quadrado é um teste de hipdteses que tem o objetivo de avaliar a
associacdo existente entre varidveis qualitativas, que nesse caso foi o tamanho de bola
(pequena, média e grande) com relacdo ao tratamento utilizado. Assim, as hipoteses
testadas foram:

Ho: N&o h& associacéo entre o tipo de bola com relagdo aos tratamentos.
Versus
H1: H& associagéo entre o tipo de bola com relagdo aos tratamentos.

Se o p-valor for menor que o nivel de significancia fixado, tem-se evidéncias
amostrais para rejeitar a hipotese nula, ou seja, o tipo de bola retornada e o tratamento
recebido estdo evidentemente associados a nivel a% de significancia. O nivel de

significancia fixado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pré-Experimento

Determinacdo da enzima a ser utilizada e sua concentracéo

Entre os quatro complexos enzimaticos utilizados a enzima 1 apresentou maior
atividade enzimatica em relacdo as demais, sendo a escolhida para os estudos. A enzima
2 apresentou atividade enzimatica baixa quando comparada com o resultado da enzima
1, porém maior que a 3 e 4, as quais apresentaram atividade nula.

Em relacdo as diferentes concentracGes de adi¢do da enzima, verificou-se aumento
linear da atividade enzimatica até 0,003 mg/mg substrato com pequeno declinio no valor
de 0,004 mg/mg substrato para a Enzima 1. Desta forma, determinou-se a utilizagdo da

concentracédo de 0,003 mg/mg substrato para os demais testes (Fig. 1).
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Figura 1. Atividade enziméatica de quatro enzimas comerciais em diferentes
concentragGes sob pH 8,0 e temperatura de 55°C utilizando a RBBR-queratina de penas
como substrato.

Determinacao das melhores condigdes de atuacéo da enzima
A enzima 1 apresentou melhor atividade enzimética na faixa de pH alcalino (7.0 —

9.0), com atividade maxima em pH 8.0 (Fig. 2).
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Figura 2. Efeito do pH na atividade enzimatica da Enzima 1.

Segundo Lehninger et al. (2011) as enzimas possuem uma faixa de pH na qual a

atividade catalitica € maxima, sendo que a atividade decresce em pH maior ou menor.
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Assim como outras proteinas, as enzimas possuem grupos ionizaveis, pertencentes a
residuos de aminoacidos da molécula, de maneira que as trocas de pH podem alterar sua
conformacao, sua capacidade de unido com o substrato e a atividade catalitica dos grupos
que formam o sitio ativo.

A enzima que apresentou melhor resultado neste estudo é proveniente de Bacillus
liqgueniformis e a faixa de pH &tima é similar a observada para outras queratinases
bacterianas. Segundo Gupta and Ramnani (2006), as queratinases da maioria das bactérias
possuem atividade 6tima em pH neutro ao alcalino. Cheng et al. (1995) avaliaram a
atividade enzimatica de uma queratinase produzida pelo Bacillus licheniformis PWD-1
em diferentes faixas de pH utilizando penas como substrato e obtiveram melhor resultado
em pH 8.0. O mesmo pH 6timo foi encontrado por Silva et al. (2014) ao avaliarem uma
queratinase produzida pelo Bacillus subtilis S14. Daroit et al. (2011) encontraram pH
6timo de 7.0 ao produzir uma queratinase utilizando Bacillus sp P45.

Para o estudo em questdo, é muito importante a atuacdo da enzima em pH préximo
ao 7.0, como o objetivo é fornecer a queratinase aos animais, esta deve apresentar
atividade enzimatica no pH proximo ao fisioldgico do intestino delgado do gato, que se
situa em torno de 6.8 (NRC, 2006).

A faixa de temperatura com maior atividade enzimatica variou de 45 a 65°C, com
o valor 6timo de 55°C, seguida de uma queda linear com 0 aumento da temperatura
(Figura 3). De acordo com Rao et al. (1998), as proteases bacterianas apresentam

termotolerancia relativamente baixa.
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Figura 3. Efeito da temperatura na atividade enzimética da Enzima 1.

Com excecdo de algumas moléculas de RNA cataliticas, todas as enzimas séo
proteinas, portanto, sua atividade catalitica depende da integridade de sua estrutura nativa.
Quando desnaturada ou dissociada, sua atividade € nula (Lehninger et al., 2011). Quando
a enzima é exposta a temperaturas mais elevadas, ha modificacdo em sua estrutura
tercidria e quaternaria, que passa de uma conformacdo ativa para uma conformacao
desprovida de atividade. Desta forma, a atividade enzimatica diminui conforme aumenta
0 tempo de incubacdo. No entanto, de maneira semelhante ao pH, a enzima também
possui uma temperatura Gtima de atividade. A elevacdo da temperatura até um
determinado grau aumenta a agitacdo das moléculas e assim também aumenta a
frequéncia das colisOes entre a enzima e o substrato, elevando a atividade enzimatica
(Scriban, 1991).

A temperatura 6tima encontrada nesse estudo € similar ao de outras queratinases do
género Bacillus. Segundo Gupta e Ramnani (2006) a temperatura étima das queratinases
variam de 30 a 80°C, embora Rao et al. (1998) afirmaram que a temperatura étima de
proteases bacterianas € em torno de 60°C, corroborando com o presente estudo. Lateef et

al. (2010) avaliaram a temperatura 6tima de atividade de uma queratinase produzida a
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partir de uma bactéria encontrada em penas (Bacillus cereus LAU 08) e determinaram o
valor 6timo sendo de 50°C. Silva et al. (2014) e Daroit et al. (2011) também encontraram
este valor otimo.

Em relacdo ao tempo de incubacdo, foi verificado aumento significativo na
atividade enzimatica na primeira hora. Nas horas seguintes, apesar da elevacdo da

atividade, esta ndo foi tdo significativa como na hora 1 (Fig. 4).
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Figura 4. Efeito do tempo de incubac¢éo na atividade relativa da Enzima 1.

Avaliacéo da atividade enzimatica sobre os pelos e definicdo da concentracéo
enzimatica

Primeiramente, foi conduzido um experimento de atividade enzimética utilizando
as mesmas concentracOes de enzima empregadas no ensaio com as penas (0,0005; 0,001;
0,002; 0,003 e 0,004 mg de enzima/mg de queratina azure). No entanto, a atividade
enzimatica no pelo sob essas concentracdes foi baixa, como demonstrado na Fig. 5.

Um segundo ensaio foi conduzido aumentando as concentracdes de enzima para
0,008; 0,016 e 0,032 mg de enzima/mg de queratina azure. Apesar do aumento
significativo da atividade com a elevacdo das concentracOes, esta foi menos ativa nos

pelos quando comparada a atividade utilizando a pena como substrato, que em menor
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concentracdo (0,003 mg de enzima/mg de substrato) apresentou maior atividade (55,25

U/mL).

w A~ B~ O
o o o1 O

w
o

N
o

Atividade Enzimatica (U/mL)
& >

[
[6) BN ]

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
Concentragdes do complexo enzimético (mg de enzima/mg de
substrato)

Figura 5. Atividade enzimatica da Enzima 1 em diferentes concentragdes sob pH
7,0 e temperatura 39°C utilizando a RBBR-queratina de pelos como substrato.

A baixa atividade enzimatica encontrada nesse ensaio pode ser explicada pela
utilizacdo de pH e temperatura diferentes dos utilizados no ensaio com as penas. Como o
objetivo era simular os parametros fisioldgicos do intestino delgado do gato, a
temperatura e pH empregados foram 39°C e 7,0, respectivamente. Esses valores diferem
dos valores 6timos de atividade encontrados para essa enzima, 0s quais estdo descritos
acima.

Além disso, a estrutura molecular da queratina que compde as penas e pelos sdo
diferentes. As penas sdo compostas por uma queratina de menor tamanho, as -queratinas,
enquanto os pelos sdo formados por queratinas maiores, as a-queratinas. As B-queratinas
possuem quantidade maior de aminoacidos ndo essenciais e 0 monémero apresenta um
unico tamanho, enquanto que as a-gqueratinas necessitam de dois monémeros de tamanhos
distintos para formacdo do filamento, refletindo em configuracgdes terciarias e estruturas

de filamentos diferentes (Brush, 1996).
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A estrutura das queratinas dependem de sua estrutura primaria. A a-queratina é
caracterizada por ser rica em residuos de cisteina nas regides terminais, sendo que na
regido central € composta por uma sequéncia de sete aminoacidos (a-b-c-d-e-f-g) em que
as posicoes a e d sdo ocupadas por residuos apolares. A associagdo desses residuos resulta
em uma formacdo de superespiralamento das cadeias em paralelo uma sobre as outras,
formando uma estrutura filamentar (Jones et al., 1997). Essas estruturas se agregam
facilmente a outras, devido aos dominios N e C-terminal, formando dimeros
(protofilamentos) que juntos constituem uma protofibrila. A juncdo de quatro
protofibrilas formam uma microfibrila que se associa a outras formando a estrutura
superior da a-queratina, a macrofibrila (Lehninger et al., 2011). Ja a B-queratina €
composta por uma longa sequéncia de polipeptideos que alternam em residuos de glicina,
alanina e serina, sempre apresentando uma glicina entre um residuo e outro. Desta
maneira as glicinas ficam alocadas na parte superior do plano f-pregueada enquanto 0s
outros situam-se abaixo do plano. Entdo, pares de folhas pregueadas sdo empacotados,
sendo a estabilizacdo destas permitida por pontes de hidrogénio. A associacdo linear de
mondémeros forma os microfilamentos e a associacdo destes forma as fibras de -
queratinas, as quais sao estabilizadas, dessa vez, por pontes dissulfeto (Garrett e Grisham,
1995). Dessa maneira, é perceptivel que a estrutura dos pelos é muito mais complexa que
as da penas, dificultando a a¢do das enzimas. Segundo Ramnani e Gupta (2004), a cadeia
polipeptidica da conformagao B ¢ mais facilmente hidrolisada que a a-queratina.

Avaliacdo da atividade enzimatica da enzima microencapsulada em pH 2,0 e
6,0

A microencapsulagdo da enzima néo foi efetiva, apresentando atividade enzimatica
praticamente nula apos ser submetida ao pH 2,0 (Fig.1). Dessa maneira, foi necessario

encapsular a enzima em capsulas gastrorresistentes para fornecer aos animais.
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Figura 6. Atividade enzimatica da enzima microencapsulada em diferentes condicGes de
pH — Ensaio 1: 2 h em ph 2,0 + 4 h em pH 6,0; Ensaio 2: 6 h em ph 6,0.

Experimento

Peso corporal e consumo

Os animais apresentaram reducdo no peso corporal independente da dieta
consumida, sendo mais acentuada para o tratamento AFen; (Tabela 2). No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre o peso inicial e final (P=0,570). Todas as dietas foram
adequadamente consumidas pelos gatos, sem episddios de recusa, vomitos ou diarreia, 0
que sugere a tolerancia em relacdo a inclusdo de fibras e enzima nas concentracdes
empregadas.

A média de ingestdo de matéria seca por kg®®’ de peso corporal durante o
experimento foi maior para as dietas que continham teores de fibra insoltvel elevado
(P=0,005). No entanto, a ingestdo de EM foi semelhante entre os tratamentos, embora

com tendéncia a menor ingestdo nos tratamentos com alta fibra (P=0,068).
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Tabela 2. Peso corporal inicial e final e consumo de matéria seca e energia metabolizavel
(EM) dos gatos alimentados com as dietas experimentais.

Item Dietas!
Co Coenz AF AFenz EPM? p

Peso corporal (kg)

Inicial 384 380 409 380 0,23 0,800
Final 3,76 3,79 397 361 0,23 0,760
Diferenca: inicial x final 008 001 012 0,19 0,570
Consumo medio

MS, g/(kg PC)*¢"/dia 21,24° 21,22 23,94% 2354® 0,78 0,005
EM, kcal/(kg PC)%%/dia 78,54 7951 7266 7328 2,35 0,068

1Co - Controle; Coenz— Controle mais enzima; AF — Alta fibra; AFen; — Alta fibra com enzima
2Erro padréo da média; n=6
&b Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Alguns autores (Hirsch et al., 1978; Kanarek, 1975) descreveram a incapacidade do
gato em regular o peso corporal pelo aumento da ingestdo de ragcdo quando alimentados
com dietas diluidas com fibras. Segundo Goggin et al. (1993) e Loureiro (2012), os
trabalhos citados acima apresentaram falhas metodol6gicas que podem afetar a
confiabilidade dos resultados, como por exemplo, a baixa palatabilidade e a forma como
a dieta foi fornecida, farelada, no estudo de Hirsch et al. (1978), e a informagéo
incompleta sobre a composi¢cdo das dietas e pequeno numero de animais (dois por
tratamento) no estudo de Kanarek (1975). Neste estudo, do ponto de vista estatistico a
ingestdo energética dos animais foi semelhante, independentemente da dieta, ndo havendo
efeito da fibra na ingestdo caldrica das dietas. No entanto, a ingestéo energética foi 8,3%
menor nos grupos submetidos a dieta com alta fibra e o que provavelmente contribuiu
para a tendéncia dos gatos a ingerir menor quantidade de energia, neste caso foi 0 método
de alimentacdo, por tempo controlado. Para se ter a medida de consumo individual, 0s
gatos foram confinados em gaiolas, duas vezes ao dia, e permaneciam com a quantidade

calculada de alimento disponivel por duas horas. Desta forma, a diluicdo energética da
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dieta com alta fibra pode ter dificultado maior ingestdo compensatoria de MS em curto
periodo de tempo visando atender as necessidades energéticas.

Loureiro et al. (2016), obtiveram resultados semelhantes ao presente estudo e
verificou aumento do consumo de matéria seca mediante a inclusdo de fibra (10% de
celulose; 10 e 20% de fibra de cana) na dieta, sem alteracdo da ingestdo de energia
metabolizavel. Oliveira (2012) também né&o identificou variacdo de consumo de energia
metabolizavel ao suplementar dietas de gatos com fibra insoltvel (fibra de cana) e soltvel
(carboximetilcelulose).

O teor energético dos alimentos é o principal fator que regula a ingestdo voluntaria
dos animais monogastricos. Os gatos consomem quantidade suficiente de energia para
manter seu metabolismo de acordo com sua fase fisioldgica (mantenca, crescimento,
reproducdo, lactacdo e atividade fisica). Dessa forma, os gatos ingerem quantidades de
alimento necessaria para satisfazer sua demanda energética. Assim, alimentos menos
energéticos (ricos em matéria fibrosa e mineral) sdo consumidos em maior quantidade
que os alimentos contendo maior teor de energia (por exemplo, maior teor de lipideos)
(Félix et al., 2010). Segundo Miller (1965), os gatos possuem a capacidade de regular o
consumo de energia quando é fornecida uma dieta com palatabilidade moderada e
nutricionalmente balanceada.

Uma das hipoteses de que o consumo de fibras estimula mais efetivamente a
saciedade é baseada, no fato de que esta promove a distensdo géastrica e estimula a
regulacdo do consumo, através de respostas nervosas de neurotransmissores
(tensorreceptores), localizados na mucosa gastrica (Burton-Freeman, 2000). Porém, gatos
apresentam, relativamente, alta capacidade de armazenamento no estdmago (em torno de
60 a 62%) e ingerem alimentos altamente energéticos, quando comparados com

ruminantes, portanto o mecanismo de distensdo gastrica € pouco efetivo no controle de
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ingestdo desta espécie (Félix et al., 2010). Segundo Loureiro et al. (2016), a incluséo de
fibra insolGvel ndo promoveu saciedade em gatos, sendo esta pouco efetiva na regulacéo
da ingestdo energética.

Consumo e digestibilidade

A ingestdo de matéria seca, matéria organica e fibra bruta foi maior (P<0,05) para
as dietas que continham fibra, independente da adicdo de enzima. J& para as variaveis
extrato etéreo em hidrolise acida e proteina bruta, o consumo foi maior (P<0,05) para 0s
tratamentos controle, sem influéncia da enzima. A reducdo no consumo de proteina e
gordura quando alimentados com a dieta AF e AFen;, pode ser explicada pela menor
quantidade presente destes nutrientes na dieta AF, propositalmente formulada visando
promover maior taxa de passagem no trato digestorio evitando assim a formacéo de bolas

de pelos (Tabela 3).
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Tabela 3. Consumo médio diario, coeficiente de digestibilidade aparente e energia
metabolizavel, digestibilidade in vitro e caracteristicas fecais de gatos.

Dietas? Contrastes
Item Co Coenz AF  AFen; EPM2 p Fb®  Enz’
Ingestéo, g/ (kg PC)*¢"/dia
Matéria Seca 22,34 2197° 2586° 2580° 0,84 0,0001 0,0001 NS
Matéria Organica 20,05 19,72 23,32% 2327% 0,77 0,0001 0,0001 NS
Proteina Bruta 7,31%  7,19%® 6,86 6,84 0,13 0,007 0,01 NS
Extrato Etéreo hidrdlise acida 3,182 3,13* 242> 241° 0,16 0,000l 0,0001 NS
Fibra Bruta 0,38° 037" 2,382 237% 042 00001 0,0001 NS
Coeficientes de digestibilidade aparente (%)
Matéria Seca 69,92  71,35* 62,27° 60,89° 220 0,0001 0,0001 NS
Matéria Organica 75,25  76,63* 66,82® 6587° 226 0,0001 0,0001 NS
Proteina Bruta 83,40% 84,75 7967° 7896° 147 0,003 0,000l NS
Matéria Mineral 23,37 25,23* 2045® 1515° 240 0,008 0,003 NS
Energia Bruta 78,57°  79,64*° 69,17° 68,43 2,35 10,0001 0,0001 NS
Energia Metabolizavel (kcal/g 3,700 3,75 3,04°> 301" 0415 00001 0,001 NS
MS
: Coeficiente de digestibilidade in vitro (%)

Matéria Seca 75,55  73,65° 69,80° 68,30° 1,81 0,000 0,0001 NS
Matéria Organica 73,63  73,99° 67,82® 68,78° 1,74 0,000 00001 NS

Caracteristicas fecais

Fezes na MN (g/(kg PC)°%7/dia)® 18,68 18,05° 27,07® 2928° 2095 0,003 0,0001 NS
Fezes na MS (g/(kg PC)*¢7/dia)*  6,72°  6,30° 9,77 10,07* 0,77 0,000L 0,0001 NS

MS fecal (%) 36,19 35,24 37,21 35,88 191 0,918 NS NS
Escore fecal® 4 3,5 43 43 0,31 0,236 NS NS

1Co - Controle; Coenz— Controle mais enzima; AF — Alta fibra; AF enz — Alta fibra com enzima

2Erro padréo da média; n=6

% Producéo de fezes na matéria natural por quilograma de peso metabdlico por dia

4Producdo de fezes na matéria seca por quilograma de peso metabdlico por dia

5Baseado na escala: 0 = fezes liquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias, mal formadas e que
assumem o formato do recipiente de colheita; 3 = fezes macias, formadas e Umidas, que marcam o piso; 4 = fezes
bem formadas e consistentes, que ndo aderem ao piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas

&b Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

SContraste ortogonal: com fibra (AF e AF enz) versus sem fibra (Co e Coenz)

"Contraste ortogonal: com enzima (AF enz e Coenz) Versus sem enzima (AF e Co)
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A adicdo de enzima ndo influenciou a digestibilidade aparente dos nutrientes,
independente da dieta fornecida. Vale salientar que neste estudo a dose de enzima foi
relativamente baixa, pois a quantidade de enzima fornecida aos animais (5 mg/gato/dia)
foi calculada baseada na estimativa da ingestdo de pelos e ndo de proteina da dieta.

Pacheco et al. (2014) avaliaram a inclusdo de um complexo enzimatico (amilase,
celulase, xilanase, B-glucanase, fitase, protease e pectinase) sobre a digestibilidade
aparente dos nutrientes de dietas para cdes contendo niveis crescentes de farelo de arroz
integral (0, 20 e 40%) e ndo verificou influéncia da enzima sobre a digestibilidade. Sa et
al. (2013) também ndo verificaram efeitos na digestibilidade aparente dos nutrientes
quando adicionaram celulase, xilanase, B-glucanase, fitase, glicoamilase ¢ a-amilase em
dietas para cdes. Tortola et al. (2013) também nédo obtiveram resultados diferentes sobre
a digestibilidade dos nutrientes ao suplementar a dieta para cdes com protease, celulase,
pectinase, fitase, xilanase e B-glucanase. Diferente dos resultados em cées, Zhang et al.
(2014), em trabalho realizado com leitGes, avaliaram a inclusdo de concentracbes
gradativas (0, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 mg/kg de racdo) de um complexo
multienzimatico (amilase, protease e xilanase) sobre a digestibilidade aparente total e
verificou aumento na digestibilidade com a adicdo das enzimas. Em outro estudo com
leitbes, Omogbenigun et al. (2004) também relataram o aumento da digestibilidade dos
nutrientes ao adicionar um complexo enzimatico contendo xilanase, glucanase, amilase,
protease, invertase e fitase.

Né&o foram encontrados estudos com a incluséo de enzimas na dieta de gatos e seus
efeitos sobre a digestibilidade. Conforme pode ser verificado nos estudos citados, 0s
resultados séo controversos e esta variacdo pode ser devido ao complexo enzimatico
utilizado (atividade enzimatica e dosagem), as dietas empregadas no estudo

(processamento, ingredientes, niveis nutricionais), as caracteristicas da populacdo do
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estudo (espécie, homogeneidade de resultados), entre outros, e até o presente momento
ndo permite indicacGes de uso destes aditivos na nutricdo de animais de companhia.

Os coeficientes de digestibilidade da matéria seca, matéria organica, proteina bruta,
matéria mineral e energia bruta, e a energia metabolizavel aparente foram menores
(P<0,005) para as dietas contendo alta fibra (AF e AFen;). Outros estudos com gatos tém
demonstrado resultados semelhantes. Oliveira (2012) avaliou o impacto da
suplementacéo de fibra de cana (16,48% e 18,89%) e de carboxi metil celulose (10,11%
e 12,60%) e verificou também a reducdo do CDA dos nutrientes, exceto para 0 amido.
Fischer et al. (2012), ao suplementarem a dieta com 12,8% de fibra de cana constatou
diminuicdo do CDA dos nutrientes, exceto para o amido e FDT. Loureiro et al. (2016),
ao incluir celulose (10%) e fibra de cana (10% e 20%) em dietas para gatos, observou
reducdo do CDA dos nutrientes e também da energia bruta e energia metabolizavel
aparente, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo. Prola et al.
(2010) constataram reducdo da digestibilidade apenas da MS e da EB, ao adicionar 4,0%
de celulose em dieta Umida para gatos, enquanto a digestibilidade da PB e do EEA néo
foram reduzidas.

A fibra de cana, fonte de fibra insollvel, empregada nas dietas deste estudo, é
composta por 53,5% de celulose e 6,4% de lignina (Veloso Junior, 2011). Possui em torno
de 91% de fibra dietética total, sendo praticamente 100% de fibra insoltvel (Pinto, 2007).
Esse tipo de fibra é pouco fermentével e é eliminada praticamente em sua forma intacta.
Devido a suas caracteristicas, estimula o peristaltismo, provocando o aumento da
velocidade de passagem da digesta e da motilidade, diminuindo a absor¢é@o dos nutrientes.
Dessa maneira, a reducéo da digestibilidade dos nutrientes encontrada nesse estudo esta
relacionada com a adicao da fibra de cana nas dietas.

Digestibilidade in vitro
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O coeficiente de digestibilidade in vitro da MS e MO foi maior para os tratamentos
Co e COenz (P=0,0001) em relacdo aos tratamentos AF e AFenz, resultados semelhantes
aos verificados pelo método in vivo. Apesar dos coeficientes de digestibilidade in vivo e
in vitro apresentarem resultados ligeiramente diferentes, houve grande concordancia dos
dados por estes metodos. Para a digestibilidade da MS e MO, os coeficientes de
correlacdo de Pearson (R) entre os dois métodos foram respectivamente 0,93 e 0,98.
Sabe-se que os métodos de digestibilidade in vitro apresentam limitacGes de uso, no
entanto sdo métodos mais rapidos, simples e eliminam a necessidade de uso de animais
na pesquisa. Porém, para gatos este método ainda néo ¢ validado e os estudos in vivo sdo
necessarios e produzem resultados mais confiaveis. Segundo Palagiano (2011), existe
uma superestimacdo da digestibilidade da energia dos alimentos pelos métodos in vitro,
a qual pode estar ligada a incompleta recuperacdo do material solido ndo digerido (ex:
fibras sollveis) e também a utilizacdo de solventes durante a fase de lavagem dos residuos
(que dissolvem todas as gorduras presentes na amostra), assumindo que a digestibilidade
da gordura é 100%. Outro fator que contribui para diferencas entre os métodos é que a
digestibilidade in vitro é comparada com a digestibilidade aparente na maior parte das
vezes, que fornece valores subestimados quando comparada com a digestibilidade
verdadeira, esta considera as perdas enddgenas que nao sdo consideradas pelos métodos
in vitro. Ainda, os métodos in vitro possivelmente superestimam a absorcéo dos minerais,
uma vez que a maior parte destes minerais é composta por célcio e fosforo e em pH acido,
estes elementos séo solubilizados na etapa que simula a digestéo gastricaem pH 2,0 e séo
considerados como absorvidos, € bem diferente do que ocorre in vivo, estes minerais
apresentam taxa de absorcao relativamente baixa.

A digestibilidade in vitro dos tratamentos Co e Coen, Subestimou o coeficiente de

digestibilidade da MO em relacdo ao método in vivo. Resultado semelhante foi
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encontrado por Ponciano Neto et al. (2015). Segundo a mesma autora, esse fato pode ser
explicado pela fibra presente nos alimentos, que nédo € degradada pelas enzimas utilizadas
no método in vitro, porém, no intestino do animal estas sdo fermentadas em algum grau
pelos microrganismos e absorvidas como acidos graxos volateis. Ja para as dietas AF e
AFenz, 0s valores de digestibilidade in vitro da matéria organica foram superestimados,
provavelmente por possuirem maior teor de fibra insolGvel, que sdo muito pouco
fermentadas no intestino dos gatos, portanto, teve maior correlacdo com a digestibilidade
in vitro. Estas divergéncias de resultados levantam a necessidade de maior nimero de
estudos visando aprimorar os resultados pelos modelos in vitro.

Caracteristicas fecais

A porcentagem de MS nas fezes ndo diferiu (P=0,918) entre os tratamentos. A
producdo fecal na MS e MN por kg de peso metabolico por dia foi maior (P<0,05) para
0s gatos que receberam as dietas com fibra de cana (AF e AFenz) em relacdo aos que
receberam a racdo Co. Esse resultado pode ser explicado pela menor digestibilidade
dessas dietas, maior consumo e também pelo fato da fibra de cana ser excretada
praticamente intacta, aumentando a massa fecal. O escore fecal foi numericamente menor
para as dietas Co e Coenz, porém nao foram estatisticamente diferentes (P=0,236) dos
outros tratamentos. A fibra de cana possui elevada capacidade de absorver agua, dessa
maneira, ha absor¢do da agua livre presente no bolo fecal, tornando as fezes mais
consistentes e secas e, consequentemente, melhorando o escore fecal (Loureiro et al.,
2016). Segundo Prola et al. (2010), a celulose de fibras longas também apresentou
caracteristica de se ligar a &gua das fezes e torna-las mais duras e secas.

Diferentemente dos resultados obtidos nesse estudo, alguns autores relataram
aumento da MS fecal de gatos quando alimentados com dietas suplementadas com fibras

insoluveis (Fekete et al., 2004; Prola et al., 2010; Fischer et al., 2012; Oliveira, 2012).
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Loureiro et al. (2016) obteve 0 mesmo resultado que o trabalho presente, ndo observando
diferencas na MS ao incluir fibra de cana e celulose na dieta de gatos. Em relacdo ao
escore fecal, todos os estudos citados acima obtiveram fezes mais firmes e secas ao incluir
fibra insolavel na dieta, embora alguns nédo relataram diferenca estatistica. No entanto, o
escore fecal possui grande interesse comercial e as diferencas visuais devem ser levadas
em consideracao.
Incidéncia de bolas de pelos

A adicdo de enzima e fibra, separadamente, ndo influenciou a média do nimero
total de bolas de pelos excretadas (Coen;: P = 0,3633 e AF: P = 0,5947), como
demonstrado na Tabela 4. No entanto, a adi¢do de fibra insolGvel associada a enzima
reduziu a média do numero total de bolas de pelos excretadas (AFenz: P = 0,0344).

Tabela 4. Estimativa do nimero total médio de bolas de pelos excretadas em cada um
dos tratamentos.

Co COenz AF AFen;
Média do n° total de
bolas de pelos! 3,72 4,35 4,08 2,41
Valor p - 0,3633 05947  0,0344

'Numero total médio de bolas calculado pela somatéria de e mais ePT de cada tratamento.

Apesar da fibra insollvel ser utilizada em racBes comerciais para reducdo da
incidéncia de bolas de pelos, apenas um estudo (Loureiro et al., 2014) foi encontrado na
literatura corroborando esta hipétese, no qual gatos alimentados com dieta contendo 20%
de fibra de cana apresentaram redugdo na média do numero total de tricobezoares
excretados quando comparado com a dieta controle. Entre os outros estudos encontrados
(Dann et al., 2004; Beynen et al., 2011; Cannon, 2013) as informag0es sdo provenientes
de questionarios avaliados pelos proprietarios dos gatos sobre os sinais clinicos, como
nausea, vomitos e tosse, tornando os resultados subjetivos. No trabalho de Weber et al.

(2015), apesar de relatarem maior excrecdo de pelos quando gatos de pelos longo foram
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alimentados com celulose e psyllium, as fezes foram moidas inteiras, portanto ndo se
conhece a forma como os pelos foram excretados (bolas ou soltos).

Segundo Weber et al. (2015), poucos estudos tém sido realizados para avaliar a
eficacia das dietas na incidéncia de tricobezoares, provavelmente pela dificuldade de
quantificar precisamente as bolas de pelos. O método utilizado no presente estudo
mostrou-se subjetivo, havendo a necessidade do desenvolvimento de novos métodos mais
acurados. O procedimento de lavagem das fezes parece desfazer algumas bolas de pelos
pequenas, ainda em formacdo, nas quais o0s pelos ndo estdo completamente enovelados.
Outro ponto desfavoravel, refere-se a pesagem dos tricobezoares. Muitos deles continham
residuo de digesta internamente, afetando parcialmente os resultados.

Verificou-se através do teste qui-quadrado (Tabela 5) que ndo ha associacdo entre
o tamanho de bola de pelo em relacdo aos tratamentos (P = 0,3763).

Tabela 5. Distribuicdo da frequéncia de bolas de pelos grandes, médias e pequenas em
cada tratamento.

Tratamentos
Co Coenz AF AFenz
Tamanho' G M P G M P G M P G M P
Numero de bolas | 2 24 41 9 31 32 7 24 39 3 13 18

% no tratamento
% na categoria

% no geral

2,99 35,82 61,19
8,70 23,66 28,56
0,82 9,88 16,87

12,50 43,06 44,44
36,43 28,44 20,74
3,70 12,76 13,17

10 34,29 55,71
29,15 22,65 26,00
9,88

2,88 16,05

8,82 38,24 52,94
25,72 25,25 24,71
123 535 741

1 G =bola de pelo grande, M = bola de pelo média e P = bola de pelo pequena.

Segundo Cannon (2013), os tricobezoares menores podem causar obstrucdo
intestinal parcial, com certo desconforto associado, porém na maioria dos casos eles séo
eliminados pelas fezes, resultando na resolugdo completa dos sinais clinicos. Ja as bolas
de pelos maiores, apesar de serem menos ocorrentes, estdo frequentemente associadas a
sinais clinicos mais graves. Embora os tamanhos de bola de pelo ndo apresentaram
associacao aos tratamentos (P = 0,3763), € possivel verificar uma tendéncia de diminuicéo

de bolas de pelos grandes nas dietas com alta fibra em relacdo ao tratamento Coenz. O
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tratamento Co apresentou menor numero de bolas de pelos grandes, divergindo do
resultado esperado, porém foi observado, desde o inicio do experimento e periodo de
adaptacdo, menor predisposi¢do pelos animais inseridos nesse tratamento em formar
bolas de pelos grandes.

Segundo Weber et al. (2015), a densidade do revestimento do pelo, bem como as
proporcoes relativas de pelos de protecdo e de subpelo podem variar com a raca e isto
pode impactar na excrecdo dos pelos. No presente estudo, os gatos utilizados eram sem
raca definida e de pelos curtos. Foi possivel verificar pela andlise estatistica efeito
aleatdrio de animal, que foi aplicado no modelo estatistico. Alguns gatos utilizados no
estudo claramente eliminavam um numero de bolas muito maior do que outros,
independente do tratamento, sugerindo predisposicao individual para a formacéao de bolas
de pelos.

Como conclus@es, o complexo de protease empregado neste estudo apresenta acao
queratinolitica sobre pelos de gatos, in vitro, em doses mais elevadas do que em penas.
No entanto, quando avaliado in vivo, este complexo enzimético apenas reduziu 0 hiUmero
total de bolas de pelos quando associado a fibra insoluvel. A fibra insolGvel,
isoladamente, também ndo reduziu o ndmero total de bolas de pelos. Ndo houve
associacdo entre o tamanho de bola de pelo em relacéo aos tratamentos A digestibilidade
in vitro e in vivo ndo foi modificada pela utilizacdo de proteases na dieta de gatos, no
entanto, a fibra de cana reduziu significativamente a digestibilidade da MS, MO, PB e EB

quando utilizada na concentracdo de 28 g/1,000 kcal.
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