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RESUMO
Este trabalho objetivou desenvolver uma metodologia de avaliacdo da digestibilidade,
energia metabolizavel e pH urinario em gatos na casa de seus tutores, com o uso de
indicadores, de forma a melhorar cada vez mais as condi¢des de bem-estar dos animais,
substituindo o uso de gaiolas metabdlicas. Para isto, foram realizados dois experimentos.
No primeiro estudo, afim de validar o uso dos indicadores em felinos, avaliou-se
comparativamente os coeficientes de digestibilidade aparente de quatro racoes
balanceadas para felinos adultos obtidos pelos indicadores 6xido crémico e dioxido de
tithnio, com aqueles estimados pelo método de coleta total em gaiolas metabdlicas
(método de referéncia). No segundo estudo, avaliou-se um aparato para a coleta de fezes
e urina de gatos in home, onde também foram comparados os resultados de digestibilidade
aparente de quatro racdes balanceadas para felinos adultos e ph urinario obtidos pelo
método convencional, com animais em gaiolas metabdlicas, com os resultados obtidos
com animais de tutores (in home). N&o foram observadas diferengas significativas
(p>0,05) entre os coeficientes de digestibilidade aparente determinados em gaiolas
metabolicas pelos métodos de CT e Cr203 para todos os nutrientes, no entanto, os
coeficientes determinados pelo TiO2 foram significativamente menores. Desta forma,
este indicador mostrou-se ineficiente para estimar a digestibilidade dos nutrientes, quando
comparado a coleta total de fezes e Cr203. N&o foram observadas diferengas
significativas (p>0,05) entre os coeficientes de digestibilidade aparente da MS, PB,
EEHA, MO e EB obtidos em gaiolas metabolicas e in home, diferindo (p<0,05) somente
para 0 ENN. Houve diferenca significativa (P<0,05) entre o valor de pH urinario obtido
nas gaiolas metabdlicas e o obtido in home, sendo o valor obtido in home estatisticamente
maior. A metodologia desenvolvida e a utilizacdo do Cr20z e do TiO2 como indicadores
para a realizacdo de estudos de digestibilidade com gatos domiciliados foram validadas
nas condi¢Oes do presente experimento, no entanto, a metodologia desenvolvida para
avaliagdo do pH urinario in home n&o se mostrou confiavel, em virtude da diferenga entre

os valores obtidos nos dois ambientes.

Palavras-chave: felinos, bem-estar animal, métodos alternativos, digestibilidade.



ABSTRACT
This work aimed to develop a methodology for assessing digestibility, metabolizable
energy and urinary pH in cats at their guardians' homes, using indicators, in order to
increasingly improve the welfare conditions of the animals, replacing the use of metabolic
cages. For this, two experiments were carried out. In the first study, in order to validate
the use of the indicators in felines, the apparent digestibility coefficients of four balanced
diets for adult felines obtained by the chromic oxide and titanium dioxide indicators were
compared with those estimated by the total collection method in cages metabolism
(reference method). In the second study, an apparatus for the collection of feces and urine
of cats at home was evaluated, where the results of apparent digestibility of four balanced
diets for adult cats and urinary pH obtained by the conventional method, with animals in
metabolic cages were also compared, with the results obtained with animals from tutors
(in home). No significant differences (p>0.05) were observed between the apparent
digestibility coefficients determined in metabolic cages by the CT and Cr203 methods
for all nutrients, however, the coefficients determined by TiO2 were significantly lower.
Thus, this indicator proved to be inefficient to estimate the digestibility of nutrients, when
compared to the total collection of feces and Cr203. No significant differences (p>0.05)
were observed between the apparent digestibility coefficients of DM, CP, EEHA, MO
and EB obtained in metabolic cages and at home, differing (p<0.05) only for ENN. There
was a significant difference (P<0.05) between the urinary pH value obtained in metabolic
cages and that obtained at home, with the value obtained at home being statistically
higher. The methodology developed and the use of Cr203 and TiO2 as indicators for
carrying out digestibility studies with domesticated cats were validated under the
conditions of the present experimente, however, the methodology developed for the
assessment of urinary pH at home did not prove to be reliable, due to the difference

between the values obtained in the two environments.

Keywords: cats, animal welfare, alternative methods, digestibility.
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1. INTRODUCAO GERAL

A digestibilidade de nutrientes € um dos principais parametros que gqualificam
nutricionalmente as ragdes ao representar o quanto de cada nutriente foi absorvido pelo
animal ap6s o consumo do alimento. Desta forma, ensaios de digestibilidade s&o
imprescindiveis para o balanceamento adequado de dietas que propiciem o atendimento
das necessidades nutricionais dos animais.

A determinacdo da digestibilidade pode ser realizada por dois procedimentos: o
método de coleta total de fezes e o método dos indicadores ou substancias indices
(Andreasi, 1956). Os indicadores podem ser divididos em dois grupos, quanto a sua
origem: internos, presentes nos ingredientes da dieta, ou externos, adicionados a dieta ou
administrados aos animais oralmente.

Entre os indicadores externos utilizados na avaliagéo da digestibilidade de cées
e gatos, o 6xido crébmico (Cr203) é o mais utilizado, entretanto, alternativas a sua
utilizacdo tém sido demandadas em funcdo de aspectos associados a sua provavel
atividade cancerigena (Myers et al., 2006). Outros limitantes ao uso do 6xido crdmico
como a variagdo nas taxas de recuperacdo dependendo da composi¢do do alimento e sua
influéncia negativa no consumo de alimento pelos animais, também foram descritos por
Jagger et al. (1992).

Como alternativa a estas limitacdes do 6xido crémico, o dioxido de titanio (TiO>)
tem sido empregado em ensaios com animais de estimacdo (Childs-Sanford et al., 2006;
Hagen-Platinga et al., 2014; Alvarenga et al., 2019), com resultados satisfatérios. Este
indicador apresenta a vantagem de ndo possuir limitacbes quanto a inclusdo em racdes
para animais, sendo comum sua utilizacdo como corante alimentar em produtos
destinados a alimentagdo humana, portanto, ha menos preocupagdes com a seguranca de
animais e pesquisadores.

Em cées, a utilizacdo do método de coleta parcial com o uso de indicadores permite
gue os animais fiquem soltos em baias, dispensando o uso de gaiolas metabolicas, o que
pode promover um maior bem-estar a esses animais. Em gatos, até 0 momento, ndo foram
encontrados trabalhos que desenvolveram os testes com os animais fora das gaiolas.

Dentre os diversos desafios da nutricdo felina estd a composic¢do quimica da dieta
gue impacta diretamente o pH urinario, comprometendo a salde do trato urinario destes
animais. Desta forma, metodologias que permitam formular dietas que favorecam um pH

urinario ideal vém sendo desenvolvidas, como o0 método de predi¢cdo do pH da urina
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através da composicao cation-ionica do alimento, entretanto, os resultados in vivo com
animais ainda séo fundamentais no processo de desenvolvimento e avaliacdo das ragdes.
Nestes estudos, os animais também precisam ser confinados por algum periodo em
gaiolas metabdlicas para que possa ser feita a coleta de urina (Carciofi, 2007; Jeremias,
2009; Pires, et al., 2011).

O uso de animais em pesquisas e 0 seu bem-estar € um tdpico atualmente muito
discutido e gerador de grande polémica. Desta forma, torna-se crucial inovar, desenvolver
alternativas mais humanas aos modelos e praticas de pesquisa estabelecidos hd muito
tempo, para que o bem-estar dos animais utilizados nas pesquisas possa ser otimizado,
que os efeitos adversos como dor, medo e angustia sejam evitados ou minimizados e que
0s animais sejam mantidos em condic¢Bes que promovam sua salde e bem-estar (Prescott
e Lidster, 2017).

O bem-estar de animais utilizados em pesquisas esta intimamente relacionado a
qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos. O Guia Brasileiro de Producéo,
Manutencéo, ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica
(2016), destaca que quando ha comprometimento do bem-estar animal, podera ocorrer 0
aumento na variabilidade dos dados; a dificuldade na reprodutibilidade dos resultados;
auséncia de dados; credibilidade reduzida dos resultados; resultados que ndo podem ser
aplicados a outras situagBes; resultados impublicaveis; comprometimento na
universalidade experimental e, consequentemente, 0 uso desnecessario de vidas.

Desta forma, € de grande importancia promover o desenvolvimento, a validacdo e a
discussdo de alternativas para a substituicdo das técnicas atuais utilizadas em ensaios de
digestibilidade envolvendo animais. Alternativas estas que melhoraréo néo apenas o bem-

estar animal, mas também os resultados cientificos obtidos nos estudos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bem-estar em animais de pesquisa

O uso de animais em pesquisas e 0 seu bem-estar € um topico polémico e,
atualmente, muito discutido, tanto por pesquisadores, quanto pela populacéo geral. Com
1SS0, pesquisas que ndo utilizam animais como objetos de experimento ou que minimizam
o0 sofrimento destes, tém sido cada vez mais incentivada (Trez, 2015).

Segundo Hurnik (1992), o termo bem-estar animal pode ser definido como o
"estado de harmonia entre o animal e seu ambiente, caracterizado por condices fisicas e
fisiologicas 6timas". Broom (1986) propde que o bem-estar de um individuo se refere ao
seu estado, em relacdo as suas tentativas de adaptar-se ao ambiente, sendo assim, 0
homem ndo pode dar bem-estar aos animais, por ser uma qualidade inerente a estes, mas
sim fornecer meios para o animal conseguir essa adaptacao.

A legislacdo sobre a protecdo dos animais utilizados para pesquisas reflete as
visOes sociais, e garante que normas relativas a utilizagdo humanitaria dos animais sejam
cumpridas, minimizando qualquer sofrimento desnecessario ao animal. No Brasil, a Lei
11.794/2008, conhecida como Lei Arouca (Brasil, 2008), estabelece procedimentos para
0 uso cientifico de animais e imp@e limites nos procedimentos, garantindo 0 minimo de
conforto e higiene nos biotérios, e também ampara 0s animais em caso de abusos e maus
tratos.

Em busca da realizacdo de pesquisas que fornecam condi¢fes para que 0s animais
alcancem o seu estado de “bem-estar”, a ciéncia de animais de laboratério em todo o
mundo ¢ regida atualmente pelos principios dos 3R’s, um conceito de bioética descrito
pela primeira vez em 1959 por William Russell e Rex Burch no livro denominado “Os
principios da técnica experimental humanitaria”.

O principio é assim denominado em funcdo das iniciais, em inglés, de seus
principais objetivos. Baumans (2005) resumiu da seguinte forma:

1) Reducdo (reducdo), significa a diminuigdo do nimero de animais utilizados por
padronizacdo em termos de genotipo e qualidade microbioldgica, e por padronizacdo dos
procedimentos experimentais e do ambiente em termos de alimentagéo e clima na sala
dos animais. O valor da avaliacdo estatistica antes do experimento (ou seja, analise de
poder) para calcular com precisdo o0 nimero de animais necessarios também é observado.

2) Refinement (refinamento), refere-se a diminui¢do do desconforto através da

satisfacdo das necessidades comportamentais e fisiologicas do animal através de
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alojamento e criacdo adequados, fornecendo anestesia, analgesia e cuidados, garantindo
as competéncias do pesquisador/equipe responsavel pelo estudo, melhorando o
procedimento experimental.

3) Replacement (substituicdo), significa a busca de métodos alternativos que
substituam os animais vivos, pode ser feito por técnicas in vitro (uso de células e tecidos),
modelos de computador entre outros métodos.

Os dois primeiros representam objetivos a curto-prazo e o Gltimo, a meta maxima
a ser alcancada (Cazarin, 2004).

A qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos em pesquisas que utilizam
animais também esta intimamente relacionada com o bem-estar destes (Prescott e Lidster,
2017). O Guia Brasileiro de Produgdo, Manutengédo, ou Utilizacdo de Animais em
Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (2016), destaca que quando ha
comprometimento do bem-estar animal, podera ocorrer 0 aumento na variabilidade dos
dados; a dificuldade na reprodutibilidade dos resultados; auséncia de dados; credibilidade
reduzida dos resultados; resultados que ndo podem ser aplicados a outras situagoes;
resultados impublicaveis; comprometimento na universalidade experimental e
consequentemente 0 uso desnecessario de vidas.

Apesar da conscientizacdo sobre a importancia do bem-estar ser relativamente
recente, pesquisas antigas ja apontavam a sua interferéncia nos resultados dos estudos.
Hubrecht et al. (1992) demonstraram que cdes de laboratério podem apresentar
comportamentos estereotipados, durante 51% do tempo observado, e suas necessidades
nutricionais podem ser trés vezes maiores do que em cdes comuns, 0 que certamente
interfere na acurécia dos resultados.

Estudos de nutricdo como os ensaios de digestibilidade exigem o confinamento
dos animais em gaiolas metabdlicas, usadas para medicdo de ingestdo total de alimentos
e 4gua, bem como a excrec¢do de urina e fezes por serem equipadas com um sistema Gnico
para evitar a contaminacdo da urina, separando efetivamente as fezes e possibilitando a
coleta da urina em tubos fora da gaiola (Kurien et al., 2004).

Estas gaiolas exigem o alojamento individual dos animais. Uma classificacdo da
gravidade dos procedimentos envolvendo animais, descrita na Diretiva da UE
2010/63/EU sugere que um procedimento em que 0s animais sdo alojados
individualmente em uma gaiola de metabolismo por mais de cinco dias, com restri¢ao de
movimento por um periodo prolongado, deve ser classificado como um procedimento

SEVero.
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Hetts (1992) aponta que o alojamento Unico de beagles tem uma influéncia
negativa em seu comportamento, levando a movimentos repetitivos, diminui¢do do sono
e aumento das taxas de vocalizagdo. Sabchuk et al. (2012) ao avaliar o comportamento a
digestibilidade em cées alojados em canis ou gaiolas metabdlicas, ndo observaram
diferenca nos valores de digestibilidade entre cdes dos dois tipos de alojamento,
entretanto, os cdes alojados em gaiolas metabdlicas passaram mais tempo inativos, do que
aqueles mantidos em canis. Kendrick et al. (2020), comparou dados de equilibrio de
excrecdo de cdes alojados em pares e cdes alojados individualmente, a fim de demonstrar
que a realizacdo do alojamento em pares melhora o bem-estar animal sem comprometer
a integridade cientifica do estudo. Os resultados foram inconclusivos devido a grandes
variagdes nos niveis de cortisol. No entanto, os cées pareciam mais calmos no ambiente
de alojamento em pares.

Mertens e Schdr (1988), afirmam que gatos confinados em ambientes
relativamente restritos sdo mais propensos a desenvolver problemas de comportamento.
Como resposta a mas condi¢fes ambientais, esses animais tornam-se inativos e inibem
comportamentos normais, como automanutencdo (alimentacdo, higiene e eliminacdo),
exploracdo e brincadeiras (McCune 1992; Rochlitz 1999). Mellen (1997) e Holmes
(1993) descrevem tédio, agressdo a pessoas e gatos, medo, ma reproducdo, anorexia,
perseguicdo de caudas, estereotipias e automutilagio como problemas especificos
associados ao confinamento.

Segundo Lidewij et al. (2008), a incapacidade do animal em realizar

comportamentos especificos da sua espécie pode causar a reducdo do seu bem-estar.

2.2 Digestibilidade

A digestibilidade e a energia metabolizavel sdo dois dos principais parametros que
determinam a qualidade das dietas para cdes e gatos, visto que o primeiro representa a
fracdo do alimento consumido que ndo é recuperada nas fezes, foi absorvida e pode ser
realmente utilizada pelos animais (Andrigueto, 1988; Case et al., 1998) e o0 segundo, esta
relacionado a proporcdo dos nutrientes e a regulagdo do consumo, ou seja, é a base do
manejo alimentar, por definir a quantidade de alimento necessaria (Carciofi, 2006).

Shields (1993) identificou inimeros fatores que afetam a digestibilidade dos
nutrientes em animais de companhia. O autor cita a influéncia dos tipos de ingredientes
utilizados nas dietas e os efeitos de processamento (no pré-condicionamento, na extrusora

e no secador), as praticas de manejo alimentar, como alimentac&o prévia e quantidade de
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alimento fornecido, os fatores inerentes ao animal (raca, idade, sexo e estado fisioldgico)
e também os fatores ambientais (tipo de alojamento, temperatura ambiente, controle de
estresse), embora estes Ultimos sejam dificeis de quantificar.

As medidas de digestibilidade sdo expressas pelo coeficiente de digestibilidade, e
a busca de métodos para a estimativa destes coeficientes tem sido alvo de inimeras
pesquisas, uma vez que sdo referéncia, tanto na avaliacdo dos alimentos, como na
validacdo dos metodos de estimacdo, entretanto, 0s ensaios com animais sdo caros e
laboriosos, relativamente longos e exigem infra-estrutura especifica.

Existem, basicamente, dois métodos para a realizacgdo de ensaios de
digestibilidade: o método convencional ou coleta total (padrdo)e o método dos
indicadores ou substancias indices.

Na coleta total, sdo quantificados 0 consumo de alimentos e a excre¢do de fezes
para determinacdo da proporcdo dos nutrientes efetivamente digeridos e absorvidos
através da diferenca entre a ingestao e a excrecdo. Apesar de ser um método simples, pode
ser considerado oneroso e trabalhoso (Silva e Ledo, 1979), pois requer a contencao dos
animais em gaiolas metabdlicas com dispositivo para separacdo de urina e fezes para o
controle rigoroso da ingestao e excrecdo ou o uso de bolsa coletora de fezes.

Tanto a utilizagdo de gaiolas como o uso da bolsa coletora podem interferir no
comportamento do animal, em raz&o de provocarem desconforto e estresse. Animais de
companhia como cées e gatos. mantidos sob contencdo total, podem pisotear as fezes e
realizar coprofagia e a coleta quantitativa pode ser prejudicada, levando a erros na
verdadeira medicdo da producdo fecal. Além disso, em espécies selvagens ou em animais
mantidos a pasto, essa metodologia é impraticavel e a aplicacdo em testes em casa ndo é
confiavel (Atkinson et al., 1984; Alvarenga et al., 2019)

O método dos indicadores consiste na utilizacdo de uma substancia de referéncia
e se baseia na indigestibilidade desta substancia, em que toda a substancia consumida
deve ser excretada nas fezes do animal (Ferreira et al., 2009). A mensuracdo deste
processo é denominada taxa de recuperacdo e considera-se um bom indicador uma
substancia que apresente este indice préximo de 100%, ou seja, praticamente todo
indicador ingerido é excretado inalterado pelo animal e recuperado em suas fezes
(Vasconcellos, 2007).

Comparado ao método de coleta total, o uso de indicadores simplifica os
procedimentos e minimiza a interferéncia no comportamento do animal, tendo em vista a

ndo necessidade de grandes quantidades de material, pois para o calculo da digestibilidade
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leva-se em conta a quantidade do indicador fornecido e a sua concentragdo nas fezes,
além de dispensar o uso de gaiolas metabdlicas e a coleta de dados de ingestao alimentar
e fezes excretadas (Saliba, 2013).

2.3 Indicadores em ensaios de digestibilidade

Os indicadores utilizados para fins de determinacdo da digestibilidade de
alimentos sdo substancias quimicas que devem possuir alguns requisitos basicos para
serem considerados eficientes.

Diversos autores (Fahey Junior; Jung, 1983; Kotb; Luckey, 1972) sugerem que 0
indicador ideal deve possuir as seguintes propriedades:

- Ser inerte;

- N&o ser toxico;

- Nao ter funcéo fisioldgica;

- Né&o ser metabolizado a fim de ser totalmente recuperado do trato digestivo;
- Capacidade de ser processado com o alimento;

- Ter tamanho apreciavel;

- Misturar intimamente com o alimento e permanecer uniformemente distribuido na

digesta;

- N&o ter influéncia sobre a motilidade e secrecdes do trato digestivo;
- N&o ter influéncia sobre a microflora e seus hospedeiros;

- Possuir um método especifico e sensivel de determinacéo;

- Ter propriedades fisico-quimicas que ndo interfiram nos processos digestivos.

Até hoje, ndo h& nenhum indicador considerado “perfeito”, capaz de atender a
todos estes critérios, desta forma, no momento da escolha, deve-se buscar o indicador
com maior numero de caracteristicas proximas daquelas atribuidas a um indicador ideal,
além de se avaliar o custo, facilidade de obtencéo, uso e determinacdo do mesmo (Oliveira
Jr. et al., 2004; Saliba, 2005).

Tradicionalmente, os indicadores séo classificados em duas grandes categorias,

quanto a sua origem (Kotb e Luckey, 1972; Owens e Hanson, 1992; 1):
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Indicadores internos, presentes naturalmente no alimento ou dieta, tais como a
Silica, a Lignina, a FDN e FDA Indigestiveis, a Cinza Insoltvel em Acido e os N-alcanos,
sendo os quatro Gltimos os mais utilizados ultimamente.

Indicadores externos, substancias indigeriveis que sdo adicionadas as dietas ou
podem ser administradas aos animais via oral. Dentre os indicadores externos de
digestibilidade, destacam-se o 6xido crémico, o didxido de titanio, os elementos terras
raras (Lantano, Samario, Cério, Ytérbio, Disprdsium), o Ruténio Fenantrolina, o0 Cromo
mordente, utilizados para fase solida e o Cobalto-EDTA, Cromo-EDTA e o
Polietilenoglicol (PEG), utilizados para fase liquida.

A maior limitacdo dos indicadores externos é que eles ndo se comportam como as
particulas do alimento, e, quando aderidos a sua porcéo fibrosa, podem alterar algumas
caracteristicas quimicas e fisicas, como a gravidade especifica (Ehle et al., 1984).

O principio que rege o uso de indicadores em ensaios de digestibilidade baseia-se
no fato de que a medida em que o alimento transita pelo trato gastrointestinal, a
concentracdo do indicador aumenta progressivamente pela remog¢éo de constituintes do
alimento por digestdo e absorcdo. Sendo este aumento proporcional a digestibilidade, a
mesma pode ser calculada a partir das concentracdes do indicador no alimento e nas fezes
(Astigarraga, 1997).

Para que as metodologias que utilizam indicadores possam ser validadas, as
mesmas devem sempre ser comparadas ao método padrdo de coleta total, entretanto, para
se obter resultados semelhantes e confiaveis, comparaveis com o método de coleta total,
€ necessario que se obtenha recuperacdo total do indicador, caso contrario, a deficiéncia
de recuperacao causara erros nas estimacdes de excrecao fecal e, consequentemente, na
estimacdo da digestibilidade, sendo essa a maior limitacdo do uso dos indicadores
(Rodriguez et al., 2006; Figueiredo 2011).

2.4 Oxido cromico

O 6xido crémico, também denominado 0xido de cromo 111 ou sesquidxido de cromo
(Cr203) é um dos indicadores externos mais difundidos e utilizados em ensaios de
digestibilidade animal, tendo sido utilizado para tal fim pela primeira vez em 1918, em
estudo com vacas leiteiras.

Na determinacdo da digestibilidade de alimentos para animais de estimacédo, o
oxido crémico foi utilizado pela primeira vez em um estudo com cées realizado por Lloyd

e McCay (1954), onde os autores concluiram ser um indicador eficiente e aplicavel a



20

espécie canina. Da mesma forma, Carciofi et al. (2007), Vhile et al. (2007) e Duque-
Saldarriaga et al. (2020) ndo encontraram diferencas entre os coeficientes de
digestibilidade obtidos por coleta total e indicador 6xido cromico em seus estudos com
cdes, confirmando ser este um método confidvel em substituicdo a coleta total. Poucos
estudos avaliando a utilizacdo de cromo como indicador na espécie felina sdo encontrados
na literatura. Vasconcellos (2007), comparou os métodos de CT e dos indicadores 6xido
crébmico, cinzas insoliveis em &cido (CIA) e lignina (LIG) na determinacdo dos
coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes em gatos. O autor observou grande
potencial na CIA e Cr,0s para utilizagdo como indicadores, enquanto a baixa recuperagao
da LIG em uma das races, aliada a maior variabilidade dos resultados obtidos por este
método ndo justificaram seu emprego como substancia indice.

A utilizacdo do 6xido crémico nos estudos de digestibilidade apresenta vantagens
como seu baixo custo, facilidade de administracédo e analise relativamente facil.

Em ensaios de digestibilidade, o 6xido crémico pode ser administrado por meio
de impregnacdo em papel, capsulas de gelatina, comprimidos, na forma de peletes,
suspenso em oOleos, misturado na dieta ou introduzido diretamente no trato digestério
quando utilizado em ruminantes (Holt, 1993). Segundo o protocolo de teste baseado em
indicadores proposto pela American Association of Feed Control Officials (AAFCO),
para cdes e gatos, recomenda-se a completa homogeneizacao do éxido crémico na ragéo,
a um nivel de inclusdo de = 0,25%. No entanto, ao trabalhar com alimentos
industrializados ja preparados, a inclusdo do indicador externo exige a moagem da racao
para posterior homogeneizacdo da substancia, o que, de acordo com Vasconcellos et al.
(2007) inviabiliza o uso do indicador nesta condicdo para gatos, uma vez que estes
animais ndo ingerem alimento seco moido, mesmo que umedecido em agua. L6bo Jr. et
al. (2001), obtiveram taxa de recuperacdo de 93,7% do indicador por este método.ao
fornecerem 6xido crdmico em cépsulas de gelatina para cédes. Vasconcellos et al. (2007),
avaliaram a administracdo de Oxido cromico em capsulas de gelatina para estimar a
digestibilidade aparente em gatos, os autores ndo observaram diferengas para os CDA
obtidos pelo indicador e pelo método de coleta total, a taxa de recuperacdo média do
indicador foi de 97,93%. Os dois estudos atestam a eficiéncia do fornecimento do Cr203
em cépsulas de gelatina, sendo este método bem aceito, tanto pelos cées, como pelos
gatos, com taxas de recuperacédo do indicador satisfatorias.

Recomenda-se um periodo de adaptacdo ao 6xido crémico de cinco a sete dias,

anterior ao inicio das coletas de fezes, a fim de alcancar um platd de concentracdo (Le Du
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e Penning, 1982; Owens e Hanson, 1992; Astigarra, 1997). Pond et al. (1989) sugeriram
que cinco dias seriam suficientes, sendo este o intervalo utilizado em diversos trabalhos
com diversas espécies (Carciofi et al., 2006; Leopoldino, 2000; Bargo, 2002).

A quantificacdo do 6xido crébmico em amostras de fezes e alimentos pode ser
realizada por colorimetria (Fenton e Fenton,1979) e por espectrofotometria de absorcao
atobmica (EAA) (Williams et al., 1962), no entanto, em seu protocolo, a AAFCO
recomenda como método para a determinacdo laboratorial do cromo a EAA e ndo faz
mencéo ao uso do método colorimétrico.

A determinacéo por colorimetria, descrita por Fenton e Fenton (1979), apresenta
caracteristicas que o tornam muito pratico, uma vez que se utiliza um equipamento de
baixo custo e que pode ser facilmente encontrado em laboratérios, no entanto, a presenga
de compostos de mesmo espectro de coloracdo que o éxido de cromo nas fezes e
alimentos podem interferir na quantificacdo desse composto, limitando a confianca na
precisdo deste método. A Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica (EAA) é mais
precisa, porém mais complexa e mais cara (Saha e Gilbreath, 1991; Kozloski et al.,1998).

A comparacdo entre métodos de determinacdo do Cr203 foi verificada em
bovinos (Kozloski et al., 1998) e em suinos (Saha e Gilbreath, 1991) e, em ambos estudos,
foram observadas melhores respostas ao se utilizar a espectrofotometria de absorgéo
atbmica, o que pode ser atribuido a maior sensibilidade deste para a determinacdo de
cromo.

Honorato et al. (2012), ao comparar o método colorimétrico com a
espectrofotometria de absorcéo atbmica nas dietas e nas fezes de pacu para determinacgéo
da digestibilidade aparente de dietas extrusadas ou peletizadas, ndo observaram diferenca
significativa nas médias de 6xido de cromo recuperado. Estes dados corroboram o estudo
realizado por Carciofi et al. (2007), onde os autores ndo observaram diferenca na
quantificacdo do 6xido de cromo comparando-se 0s mesmos métodos em dietas para cées,
indicando que os dois métodos para quantificacdo laboratorial de 6xido de cromo sdo
sensiveis e confiaveis para a utilizacdo nos ensaios de digestibilidade.

Conforme Titgemeyer (1997), o 6xido crébmico na forma de Cr203, foi o
indicador mais utilizado nos trabalhos publicados pelo Journal Animal Science entre 0s
anos de 1985 a 1995, prestando uma excelente contribuicdo para informagdes cientificas
sobre o0 consumo e a digestibilidade de alimentos. Apesar de ser um dos marcadores
externos mais utilizados, algumas limitagcbes associadas ao seu uso sdo relatadas na

literatura, como a dificil homogeneizag&o na dieta (Coelho Silva e Leao, 1979), influéncia
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negativa no consumo de alimento pelos animais (Jagger et al., 1992), incompleta
recuperacdo fecal (Mir et al., 1989), flutuacdo diaria da excrecdo, (Owens & Hanson,
1992; Kozloski et al., 2006), passagem mais rapida pelo rimen que o material fibroso
(Van Soest, 1994), além do potencial carcinogénico, pois no processo de mineralizacao
requerido em sua analise, ocorre a liberacdo de ions de dicromato que podem ser
prejudiciais ao ambiente e aos analistas.

Por todas estas caracteristicas citadas, seu uso tem sido limitado e gradualmente

substituido por outros indicadores como o didxido de titanio, os alcanos e a LIPE.
2.5 Dioxido de Titanio

O didxido de titanio (TiO2) € um po6 de coloracdo branca, formado a partir das
reacbes dos minérios de titanio com &cido sulfarico, ou pela reacdo com gés cloreto. E
inodoro, sem gosto, insoluvel em agua e em acidos diluidos, quimicamente inerte e
termicamente estavel (Ferreira et al., 2009; Sampaio, 2011). Devido a sua grande
capacidade de branquear e seu alto poder de reflecténcia, o TiO> tem sido muito utilizado
na indudstria de cosméticos, de alimentos e biotecnologia e principalmente na industria de
tintas (Ferreira e Daniel, 2004).

O Register of Feed Additives for the European Union classifica o TiO2 como
aditivo alimentar, inclusive em alimentos para cées e gatos, promovendo clareamento
consistente, por exemplo, em alimentos enlatados a base de aves ou peixes e em petiscos
em forma de 0sso para cdes. A Food and Drug Administration aprovou o uso de TiO2 em
alimentos em quantidades que ndo excedam a 1% do produto final (Beynen, 2021).

Atualmente, o TiO2 também tem sido utilizado como indicador externo em
estudos de digestibilidade com diversas espécies e na avaliagdo do consumo de matéria
seca e producdo fecal em ruminantes (Marcondes, 2007; Ferreira et al., 2009; Pina, 2010;
Figueiredo, 2011).

O TiO2 surge como alternativa ao indicador 6xido crébmico por ndo possuir
propriedades carcinogénicas, ndo apresentando riscos para a saude humana e animal,
sendo por isso aprovado como aditivo dietético pelo FDA (Sampaio et al., 2011). Ainda,
outra vantagem competitiva do TiO> diz respeito ao seu custo, relativamente menor do
que o 6xido crémico, além de possuir um processo analitico rapido e acurado.

Um dos primeiros trabalhos com TiO2 na nutricdo animal foi realizado em 1927

por Lehmann e Herget (1927). Os autores forneceram TiO derivado de ilmenita para
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quatro gatos e um céo e relataram que a ingestdo de grandes quantidades de TiO2, ndo
resultou na deposicao dessa substancia nos tecidos animais.

Na determinacédo da digestibilidade, a primeira descrigdo sobre o uso do dioxido
de titanio foi realizada por Askew (1931), estudando a alimentacéo de ovinos, onde este
sugeriu que o TiO2 poderia ser usado como indicador de digestibilidade nesta espécie.

Este marcador tem mostrado grande potencial para ser utilizado como indicador
externo em ensaios de digestibilidade, visto que alguns autores ja afirmaram que o
didxido de titanio apresentou bons resultados de recuperacéo fecal em diferentes espécies.
Em animais de estimacéo, este indicador também tem sido avaliado, no entanto, ainda sdo
poucos os trabalhos avaliando a sua recuperacao fecal nestes animais.

Titgemeyer et al. (2001) conduziram trés experimentos para avaliar o uso do
diéxido de titanio como indicador para estimacao da producéo fecal e digestibilidade de
novilhos alimentados com feno de pradaria a vontade, dietas a base de milho com
restricdo e dieta também a base de milho, mas sem restricdo. No primeiro experimento, a
recuperacdo de TiO, foi de 92,8% e a digestibilidade calculada pelo TiO. foi
estatisticamente igual a digestibilidade aparente pelo método de coleta total. No segundo
e no terceiro experimento apesar da recuperacao fecal do indicador terem sido de 95% e
90% respectivamente a digestibilidade calculada com pelo TiO2 foi subestimada em
relacdo a digestibilidade com base na coleta total de fezes.

Glindemann et al. (2009), ao avaliarem o indicador TiO2 em ovinos adultos
alimentados com feno, suplementado ou ndo com concentrado, encontraram valores para
recuperacdo média de TiO2 de 104%. A recuperacdo do TiO foi maior (P<0,001) em
dietas com apenas feno do que em dietas com feno e concentrado (108% e 99%
respectivamente).

Schaafstra et al. (2018) avaliaram o uso de TiO2 e Cr203 como marcadores para
calcular a digestibilidade aparente e investigar o efeito da frequéncia de administracdo do
marcador na mensuracdo dos valores de digestibilidade em poneis galeses. Os poneis
foram dosados com 3,3 g de TiOz e 3,2 g de Cr03 uma vez ao dia ou com 1,65 g de TiO>
e 1,60 g de Cr203 duas vezes ao dia. A média geral de recuperacdo fecal cumulativa de
Cr,03 e TiO2 foi de 102,0% e 96,6%, respectivamente. Entre os tratamentos, as
recuperacdes fecais médias diarias ndo foram diferentes. O TiO- foi considerado pelos
autores o marcador preferido para testes de digestibilidade em equinos, visto que a
recuperacdo de TiO2 nas fezes dos pbneis alimentados com feno de alfafa picado com

TiO2 administrado uma ou duas vezes ao dia foi proximo de 100%.
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Singh et al. (2009) determinaram a recuperacdo fecal de TiO2 em cées
alimentados com duas dietas, com baixa e alta quantidade de nutrientes. Os autores
relataram recuperagdo meédia de TiO. de 74,5 e 80,6% para duas formulas de dieta
diferentes. Uma possivel retencdo do marcador no sistema gastrointestinal ou excregédo
na urina sdo apontadas como razdes pelas quais a recuperacdo do marcador ndo atingiu
100%.

Childs-Sanford e Angel (2006), administraram oralmente TiO, encapsulado para
avaliacdo do tempo de transito das dietas em cées domésticos. Nas fezes coletadas por 48
horas apds a administracao, a recuperacdo de titanio foi de 97%. Segundo os autores, a
recuperacdo fecal total de TiO> foi alta, e corresponde bem a recuperacdo de TiO2 em
estudos semelhantes realizados em suinos (96%) (Njaa, 1961) e ratos (98%) (Kavanagh
etal., 2001).

De Cuyper et al. (2018) utilizaram o TiO2 como marcador para avaliar o tempo de
retencdo de duas dietas em cdes. A média (n=6) de recuperacdo fecal de titdnio para cada
dieta foi de 81,2 e 73,7%.

Alvarenga et al. (2019), ao avaliarem o 6xido crémico, didxido de titanio e a cinza
insolivel em acido como marcadores para estimar a producao fecal de cées, obtiveram
coeficientes de digestibilidade aparente muito proximos determinados pelo método de
coleta total, 6xido crémico e dioxido de titanio em cdes. Os autores sugerem que 0 TiOz
pode ser um marcador preferencial para estimar a producdo fecal em cées, quando
comparado ao Cr203, Ja 0 uso da cinza insoltvel em acido representa uma opgéo potencial
para determinar a digestibilidade de dietas nas quais 0s marcadores externos sao
impraticdveis. Neste estudo os autores ndo disponibilizaram dados referentes a
recuperacdo do TiO».

E fundamental para garantir a eficiéncia na utilizacdo de um indicador em ensaios
de digestibilidade um periodo adequado de adaptagdo para que este possa estabilizar sua
concentragédo nas fezes (Glindemann et al., 2009) e ainda, um nimero correto de dias de
coletas por meio de amostras compostas, para aumentar a precisdo dos resultados. O
horario das coletas, nimero de coletas e a quantidade e forma de administracdo do
indicador também sdo variaveis que podem provocar efeito sobre a estimacdo da
digestibilidade.

O periodo recomendado para adaptacdo ao dioxido de titanio a fim de se obter o
equilibrio da ingestdo e excrecdo é de cinco a sete dias segundo estudos realizados por
Myers et al. (2006) e Glindemann et al. (2009).
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Normalmente em ensaios de digestibilidade utilizando indicadores externos para
estimacéo da producdo fecal, utilizam-se cinco a seis dias de coleta de fezes. No entanto,
algumas pesquisas utilizando o TiO2> como indicador demonstraram que até trés dias
poderia ser suficiente para obter estimativas precisas, minimizando o trabalho durante as
coletas (Marcondes et al., 2006; Pina et al., 2006; Ferreira et al., 2009).

O dioxido de titanio pode ser administrado aos animais misturando-o diretamente
a dieta ou fornecendo-o em cépsulas. Singh et al., (2009) determinaram a digestibilidade
a partir de 0,3% de TiO2 incorporado a racdo seca de cdes. Outros estudos também
focados no uso de TiO2 como indicador em cdes utilizaram taxas de inclus&o dietética de
0,4% em racdo seca (Donadelli e Aldrich, 2018. Pezzali et al., 2020). Alvarenga et al.
(2019) sugere que o indicador deve ser adicionado a mistura seca da dieta antes da
extrusao, garantindo uma dosagem uniforme e consistente.

A determinacéo do didxido de titanio em amostras bioldgicas como racéo e fezes
é realizada através da digestdo em &cido sulfarico (H2SO4) adicionado de perdxido de
hidrogénio (H202). A intensa coloracdo laranja/amarelo resulta da reacdo de H.O. a
solucéo de TiO, &cido. Essa reagdo € necessaria para a detecgdo do TiO2 em amostras
através de colorimetria (Colodo e Figueiredo, 2013). Baseados neste conceito foram
desenvolvidas as metodologias da AOAC, de Short et al. (1996), Titgemeyer et al. (2001)
e Myers et al. (2004), as mais utilizadas atualmente.

2.6 pH urinario

O pH urinario varia como consequéncia da manutencdo homeostatica do
equilibrio acido-base (Chew e DiBartola, 1992), por esta razdo, estd diretamente
relacionado com a alimentacdo da espécie em questdo e com a capacidade dos rins em
eliminar alcalis e acidos ndo volateis (Mundin, 2010).

Dentre os fatores dietéticos que determinam o pH urinario, destaca-se a
composicao mineral do alimento (Kienzle e Schuhknecht, 1991; Zentek e Schulz, 2004),
a oxidacdo de aminoacidos sulfurados e o balanco de anions e cations metabolizaveis
(Markwell et al, 1998; Allen e Kruger, 2000). Desta forma, sais minerais produzem efeito
variavel sobre o pH urinario, sendo fontes potenciais de acido ou base. Os 6xidos e
carbonatos sdo alcalinizantes enquanto cloretos, fosfatos e sulfatos produzem efeito
acidificante (Allen e Kruger, 2000).

O pH urinario apresenta, ainda, variagdo circadiana devido a influéncia de fatores

como composi¢éo do alimento, horario da alimentacdo e quantidade ingerida (Buffington
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e Chew, 1996). Sabe-se, por exemplo, que a alimentacdo ad libitum resulta em onda
alcalina pos-prandial de menor magnitude quando comparada a alimentagéo sob a forma
de refei¢Bes diarias menos frequentes, em consequéncia, ndo se deve interpretar apenas
um valor de pH, sendo necessarias observacdes e mensuracdes na urina colhida em 24
horas (Allen e Kruger, 2000).

Em cdes e gatos, a determinacdo e modulagdo dietética do pH é extremamente
importante devido a sua ligacdo direta com as urolitiases (Davies, 1999; Lekcharoensuk,
2005, Yamka et al., 2006).

As urolitiases sdo a causa mais comum de doenca obstrutiva do trato urinario
inferior em cées e gatos (Wagner et al., 2006), e se caracterizam pela presenca de cristais
urinarios (cristaldria, ou concre¢cdes macroscopicas (urolitos ou célculos) dentro da
vesicula urinaria ou uretra (Osborne et al.,1996).

Diferentes tipos de urdlitos ou cristais podem ser formados em func¢éo do valor do
pH urinario. Os ur6litos mais observados séo os de estruvita e oxalato de célcio.

Os urolitos de estruvita, em geral, estdo associados a um pH urinario alcalino,
maior que 6,8 com a urina supersaturada com ions de magnésio, aménio e fosfato
(Houston et al., 2003). A reducdo do pH urinario demonstrou-se eficaz na diminuicdo da
incidéncia da formacdo destes cristais, sendo o pH o fator mais importante que a reducao
de magnésio na dieta (Markwell et al., 1998). Recomenda-se alimentos que mantenham
a urina a um pH entre 6,2 e 6,4 para a prevencdo destes urdlitos e entre pH 5,9 e 6,1 para
dissolucdo (Allen e Kruger, 2000).

Os urdlitos de oxalato de céalcio sdo observados em pH urinario mais acido
(Navarro, 2005). Dietas acidificantes, que induzem pH urinario a valores inferiores a 6,29
e apresentam muito pouco magnésio, podem aumentar o risco de formacao destes cristais
(Markwell et al., 1998). Uma vez formados, estes cristais ndo podem ser dissolvidos na
vesicula urinaria, devendo as dietas de prevencdo manter pH urinario entre 6,6 ¢ 6,8
(Allen e Kruger, 2000).

Assim, o objetivo principal da manipulacdo do pH urinario através da alimentacdo
é, portanto, alcancar um equilibrio de forma a reduzir o risco de formagao destes cristais.

Na&o existe atualmente um consenso sobre a melhor metodologia para estudos do
pH urinério, o que pode ser verificado pela diversidade de protocolos experimentais de
diferentes autores. Aspectos importantes a serem considerados sdo o tempo de adaptagéo
a dieta, que tem variado de 2 (Kienzle, et al. 1994) a 14 dias (Zentek e Schultz, 2004). E

importante salientar que a ocorréncia de vomito ou diarréia inviabiliza a avaliacdo da
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dieta no animal, pois nestes processos a perda de eletrélitos é intensa e alteracdes no
equilibrio &cido-bésico e hidro-eletrolitico se refletem em alteracbes urinarias
importantes (Carciofi, 2007).

O periodo e a forma de coleta de urina também tém variado entre os protocolos.
Periodos de coleta de 14 dias (Wagner et al., 2006), 4 dias (Kienzle, et al., 1991) e até
mesmo 3 dias (Zentek et al., 1995; Yamka et al., 2006) sdo descritos. Quanto a forma de
coleta, a maioria dos estudos realiza coleta total de urina no periodo de 24 horas, com
excecdo de Yamka et al. (2006) que trabalharam com o pH médio de duas miccdes de
cada felino no periodo de 24 horas.

A conservagdo da urina tem sido feita de diferentes maneiras. Enquanto alguns
autores praticam a coleta frequente, em intervalos de 2 horas, outros a conservam com
solucdo de Timol (antisséptico), vaselina ou O6leo mineral (evita evaporacao),
procedimentos que se mostraram eficazes (Kienzle e Wilms-Eilers, 1994).

Além do pH urinério, rotineiramente sdo mensurados o volume de urina diario
produzido e a densidade urinaria, uma vez que estes dois parametros também influenciam
a formacdo ou nao de urdlitos. Sendo a densidade especifica inversamente proporcional
a concentracdo de solutos presentes na urina, quanto maior a proporcao de agua excretada
com os solutos urinarios, menor a concentracdo de solutos e densidade (Lanevschi e
Kramer, 1994). Neste mesmo sentido, Hoppe, (1997) e Stevenson e Markwell, (2001),
afirmam que o aumento do volume urinério e a consequente diminui¢do da concentracédo
de solutos urinarios tém um efeito de dilui¢do sobre os cristais responsaveis pela formacgéo
de um urdlito. Isto também aumenta a frequéncia da micgéo e, portanto, propicia menos
tempo para a agregacao e formacéo de célculos.

O pH urinario apresenta variacdo circadiana devido a influéncia de alguns fatores
como a composicdo do alimento, horario de alimentacdo e o volume consumido
(Buffington e Chew, 1996). Portanto, para uma correta interpretacdo do pH urinario,
deve-se considerar 0 momento da alimentacdo e o tipo de alimento consumido, pois a
alimentacdo ad libitum produz uma onda pos-prandial menos alcalina se comparada a

alimentacdo menos frequente (Allen e Kruger, 2000).
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4. OBJETIVO

Neste estudo, objetivou-se desenvolver uma metodologia de avaliagdo da
digestibilidade, energia metabolizével e pH urinario em gatos na casa de seus tutores, de
forma a melhorar cada vez mais as condi¢des de bem-estar dos animais, substituindo o
uso de gaiolas metabolicas.

Para isto, foram realizados dois experimentos, com 0s seguintes objetivos
especificos:

Experimento 1: Comparar os coeficientes de digestibilidade aparente obtidos
pelos indicadores 6xido cromico e dioxido de titanio, com aqueles estimados pelo método
de coleta total em gaiolas metabdlicas (método de referéncia), afim de validar estes
indicadores.

Experimento 2: Avaliar um aparato para a coleta de fezes e urina de gatos in home,
e determinar o pH urinario e a digestibilidade pelo método dos indicadores, comparando

estes dados com os dados obtidos em gaiolas metabdlicas pelo uso dos mesmos métodos.
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RESUMO

A utilizagdo de substancias indicadoras representa um método prético e com potencial de
substituicdo a Coleta Total (CT), quando esta torna-se inviabilizada, na determinacéo dos
coeficientes de digestibilidade aparente. Poucos indicadores tém sido estudados em gatos
domésticos. O presente estudo teve como objetivo avaliar comparativamente o0 método
de coleta com indicadores (Cr.O3 e TiO2) e 0 método de coleta total de fezes, na
determinacéo da digestibilidade aparente dos nutrientes de quatro ragdes balanceadas para
felinos adultos. Foram utilizados 24 gatos adultos sadios, confinados em gaiolas
metabolicas. Quatro dietas para gatos adultos foram formuladas, de acordo com as
recomendacdes nutricionais da AAFCO (2003), contendo 0,20% do indicador 6xido
crémico e 0,20% do indicador diéxido de titdnio. O periodo experimental teve duracao
de 14 dias, sendo 7 dias para adaptacdo dos animais as dietas e 7 dias de coleta fezes. As
taxas de recuperacdo dos indicadores (medias + desvio padrdo) foram, respectivamente,
de 79,22% + 9,77% e 109,75% =+ 15,47% para 0 TiO2 e Cr.O3 Néo foram observadas
diferengas significativas (p>0,05) entre os coeficientes de digestibilidade aparente
determinados pelos métodos de CT e Cr.03 para todos os nutrientes, no entanto, 0s
coeficientes determinados pelo TiO foram significativamente menores. Desta forma, este
indicador mostrou-se ineficiente para estimar a digestibilidade dos nutrientes, quando

comparado a coleta total de fezes e Cr20s.

Palavras-chave: éxido crémico, dioxido de titanio, felinos, digestibilidade.
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ABSTRACT

The use of indicative substances represents a practical method and with potential to
substitute the Total Collection (TC), when it becomes unfeasible, in the determination of
the coefficients of apparent digestibility. Few indicators have been thought of in cats. The
present study aimed to comparatively evaluate the method of collection with indicators
(Cr203 and TiO2) and the method of total data collection, in determining the apparent
digestibility of nutrients in balanced diets for adult cats. Twenty-four healthy adult cats
were used, confined in metabolic cages. Four diets for adult cats were formulated
according to the AAFCO nutritional guidelines (2003) containing 0.20% of the chromic
oxide indicator and 0.20% of the titanium dioxide indicator. The experimental period
lasted 14 days, with 7 days for animals to adapt to the diets and 7 days for collection. The
recovery rates of the indicators (means + standard deviation) were, respectively, 79.22%
+ 9.77% and 109.75% + 15.47% for TiO2 and Cr203. There were no significant
differences (p>0, methods) between the apparent digestion coefficients determined by CT
and Cr203 for all nutrients, however, the specific coefficients by TiO2 were significantly
lower, thus, this indicator proved to be inefficient to estimate the digestibility of nutrients,

when compared to the total collection of feces and Cr203.

Keywords: chromic oxide, titanium dioxide, felines, digestibility.
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1. INTRODUCAO

A digestibilidade de nutrientes € um dos principais pardmetros que qualificam
nutricionalmente as ragdes ao representar o quanto de cada nutriente foi absorvido pelo
animal, apés o consumo do alimento. Assim, ensaios de digestibilidade s&o
imprescindiveis para o balanceamento adequado de dietas que propiciem o atendimento
das necessidades nutricionais dos animais (Jose, 2009).

O método de coleta total de fezes é o padrdo ouro para estimar a digestibilidade
aparente em diversas espécies animais, poréem, pode ser considerado trabalhoso e oneroso,
pois exige rigoroso controle da ingestdo e excrecdo e, para isso, se faz necessaria a
contencdo dos animais em gaiolas metabodlicas com dispositivo para separacao de urina e
fezes (Berchielli et al., 2000).

Uma alternativa a coleta total é o uso de indicadores. Entre os indicadores externos
utilizados na avaliacdo da digestibilidade, o éxido crémico (Cr203) é o mais utilizado,
entretanto, alternativas a sua utilizacdo tém sido demandadas, em funcdo de aspectos
associados ao seu possivel efeito mutagénico (Myers et al., 2006). Desta forma, o dioxido
de titanio (Ti02), utilizado como corante alimentar em produtos destinados a alimentacéao
humana tem sido empregado como alternativa ao uso do 6xido cromico em ensaios de
digestibilidade (Platinga et al., 2014; Alvarenga et al., 2019), e obtido resultados
satisfatorios.

Dentre os indicadores conhecidos, poucos foram testados em gatos domésticos até
0 momento, ndo sendo encontrado inclusive nenhum estudo sobre o uso do didxido de
tithnio nestes animais. Ainda, os estudos em geral ndo disponibilizam a taxa de
recuperacdo destas substancias e muitos utilizam apenas uma ragdo, tornando dificil
prever-se a repetibilidade dos resultados.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar comparativamente o
método de coleta com indicadores (Cr203 e TiO2) e 0 método de coleta total de fezes, na
determinacéo da digestibilidade aparente dos nutrientes de quatro racdes balanceadas para

felinos adultos.
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2. MATERIAIS 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°® 8084180121.

2.1 Animais e instalacoes

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

Foram utilizados 24 gatos adultos sadios, castrados, sem raca definida, com idade
aproximada de 7 anos, peso corporal médio de 4,3 + 0,56 kg, castrados, previamente

vacinados e desverminados.

2.2 Dietas experimentais

Foram utilizadas 4 dietas para gatos adultos, formuladas de acordo com as
recomendag0es nutricionais da Association of American Feed Controls Official (2003).
Todos os alimentos foram extrusados na Fabrica de Ragdes da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), campus Porto Alegre. A cada dieta, foi adicionado 0,20%
do indicador 6xido crémico (cat. 393703, Chromium (I1l) oxide, Sigma Aldrich, Sdo
Paulo, Brasil) e 0,20% do indicador dioxido de titanio (cat. 248476, Titanium (1V) Oxide,
Anatase, Sigma Aldrich, S&o Paulo, Brasil), ambos foram incorporados nas misturas das
racGes anteriormente a extrusdo. A férmula e a composicdo quimica das racdes estdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais.

Ingredientes Racéo 1 Racéo 2 Racéo 3 Racéo 4
Farinha de arroz 44,39 34,12 41,73 29,95
HCLP! - - 21,89 30,99
Farinha de visceras de aves 20,33 28,73 - -
Farelo de gluten de milho 15,87 19,99 15,87 19,99
Plasma sanguineo 2,66 3,38 2,66 3,38
Fibra de cana-de-agucar 3,11 3,0 3,80 4,0
Sal 0,5 0,5 0,5 0,5
Premix mineral e vitaminico? 0,4 0,4 0,4 0,4
Indicadores® 0,48 0,48 0,48 0,48
Calcario - - 2,11 2,41
Fosfato bicélcico 1,14 0,08 0,65 0,16
Cloreto de colina 0,25 0,16 0,48 0,5
Cloreto de potéassio 0,55 0,46 0,42 0,27
Acido fosforico 0,50 0,50 0,50 0,50

Adicionado por cobertura apds a extrusao (%)

Oleo de aves 8,33 6,69 7,02 4,98
Palatabilizante® 1,50 1,50 1,50 1,50

Composicdo nutricional (valores na matéria seca)

Matéria seca 92,60 93,60 93,30 93,50
Proteina Bruta 32,60 41,10 31,50 39,30
Extrato etéreo por hidrdlise acida 13,80 12,30 11,90 13,20
Fibra Bruta 7,83 9,04 9,88 6,15
Extrativo Nao Nitrogenado 47,70 39,80 50,60 40,80
Cinzas 5,91 6,85 6,05 6,79

Amido 37,90 31.00 39,20 30,40
indice de gelatinizaco do amido 99,00 90,70 93,30 91,70
Energia Bruta (kcal/kg) 3914 3529 4359 4074
DGM, pm 399 378 324 300

'HCLP, po de figado de galinha hidrolisado.
2Premix mineral vitaminico (fornecido por quilograma de dieta): vitamina A (10.800U),
vitamina D3 (980U), vitamina E (60 mg), vitamina K3 (4,8 mg), vitamina B1 (8,1 mg),
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vitamina B2 ( 6,0 mg), vitamina B6 (6,0 mg), 12 vitamina (30 mcg), acido pantoténico
(12 mg), niacina (60 mg), acido folico (0,8 mg), biotina (0,084 mg), manganés (7,5 mg),
zinco (100 mg), ferro (35 mg), cobre (7,0 mg), cobalto (10 mg), iodo (1,5 mg), selénio
(0,36 mg), colina (2,400 mg), taurina (100 mg) e, antioxidante BHT (150 mg).

3Dioxido de titanio e 6xido de cromo misturados a 0,25% e 0,23%, respectivamente.
“DTECH 8L, S.P.F. Argentina S.A., Argentina.

2.3 Protocolo experimental

O ensaio de digestibilidade seguiu o protocolo de coleta total de fezes, de acordo
com as recomendagdes da AAFCO (2014), com adaptagdes. O periodo de adaptacdo a
dieta foi superior ao recomendado para assegurar uma adequada normalizacgdo do transito
dos indicadores pelo trato digestério dos animais e, em virtude da menor producéo fecal
em gatos, optou-se por periodo de colheita de fezes de sete dias e ndo cinco. Sendo assim,
o0 periodo experimental teve duracdo de 14 dias, sendo 7 dias de adaptacdo a dieta e 7 dias
de coleta de fezes. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas
metabolicas em inox. O alimento foi oferecido duas vezes ao dia, as 8:00 h e as 14h,
ficando disponivel até o dia seguinte, quando as sobras foram recolhidas e pesadas,
registrando-se o consumo. A quantidade fornecida foi calculada individualmente para
cada animal de acordo com as necessidades energéticas (NRC, 2006). A &gua foi
oferecida ad libitum. As fezes de cada animal foram coletadas uma vez ao dia, pesadas e
acondicionadas em sacos plasticos individuais, previamente identificados, fechados e
armazenados em freezer (-15°C) para posterior analise.

Apos o fim da coleta, as fezes foram descongeladas, homogeneizadas e colocadas
em estufa de ventilacdo forcada 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, Sdo Paulo). equipado com peneira de 1 mm. As racdes passaram

pelo mesmo procedimento de moagem.

2.4 Andlises laboratoriais

As analises das amostras de fezes pré-secas e das racdes foram realizadas no
Laboratorio de Analises de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA) da Universidade
Estadual de Maringa. Foram determinadas a matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
matéria mineral (MM), extrato etéreo em hidrélise &cida (EEA) e fibra bruta, segundo
procedimentos da AOAC (1995). A energia bruta (EB) foi determinada em bomba
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calorimétrica. Todas as analises foram conduzidas em duplicata, sendo repetidas quando
variarem mais de 5%. O extrativo ndo nitrogenado (ENN) foi calculado pela seguinte
formula:

ENN (%) = 100 — (PB + EEHA + FB + MM + Umidade)

O 6xido de cromo foi quantificado segundo o método colorimétrico descrito por
Fenton e Fenton (1979). Amostras de 1g de fezes de cada animal, secas e homogeneizadas
em tubos micro-Kjeldahl, foram incineradas em mufla a 450° por 12 horas. Para
determinacdo nas dietas, foram utilizadas amostras de 2g de cada tratamento. Apoés
resfriamento, foram adicionados as cinzas 8 mL de uma solucdo contendo 10 g de
molibdato de sddio dissolvido em 500 mL de solvente constituido por 150 mL de agua
destilada, 150 mL de &cido sulfarico concentrado e 200 mL de acido perclérico. Os tubos
foram levados a digestores e mantidos a 300° até a coloragcdo das amostras passarem do
verde para o amarelo ou laranja. Apos resfriamento, as amostras foram transferidas para
baldo volumétrico de 100 mL e o volume final completado com &gua destilada; 10 mL
foram transferidos para tubos de centrifuga e centrifugados a 3000 rpm durante 10
minutos. A leitura da absorbancia foi entdo realizada em um espectrofotdmetro
(BIOPLUS — BIO 2000), utilizando o comprimento de onda de 440 nm. As amostras
foram analisadas em duplicata e a concentracdo do cromo foi calculada a partir da analise
de regressdo linear da curva padrdo construida a partir de 7 concentragdes (2, 8, 14, 20,
26, 32 e 38 mg) de Cr203

O didxido de titanio foi determinado por colorimetria, segundo protocolo descrito
por Myers et al. (2004). Foram pesadas amostras de 0,5g de fezes e racdo, em tubos de
digestdo macro-Kjeldahl de 250 mL, em seguida, adicionou-se 20 mL de &cido sulfarico
concentrado e 5 g de uma mistura digestora contendo sulfato de sodio e sulfato de cobre
pentahidratado a cada tubo. Os tubos foram levados para o bloco digestor e aquecidos
lentamente até a temperatura de 400°, onde foram mantidos até a solugdo atingir a
coloracdo esverdeada. Apods resfriamento, foram adicionados lentamente 10 mL de
perdxido de hidrogénio e procedida a transferéncia do material para baldo volumétrico de
100 mL utilizando papel de filtro quantitativo livre de cinzas. O volume final foi
completado com agua destilada e cerca de 15 mL da solucdo foram armazenados em
frasco limpo e armazenados sob refrigeracdo (4°) até 0 momento da leitura. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdometro (BIOPLUS — BIO 2000), utilizando o

comprimento de onda de 410 nm. Imediatamente antes da leitura, foram adicionadas 3
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gotas de perdxido de hidrogénio em cada amostra. As amostras foram analisadas em
duplicata e a concentracdo de didxido de titanio foi calculada a partir da anélise de
regressdo linear da curva padrdo construida a partir de 6 concentracdes (0, 2, 4, 6, 8 e 10
mg) de TiO>.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os coeficientes
de digestibilidade aparente (CDA) da matéria 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.

Pelo método de coleta total (CT) os calculos utilizados na determinacdo dos

coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) foram o0s seguintes:

CDA (%) = nutriente ingerido — nutriente excretado

nutriente ingerido

Para determinacdo da taxa de recuperacdo (TR) de cada indicador e dos
coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes (CDAN) e da matéria seca

(CDAMS) pelo método dos indicadores os calculos utilizados foram:

TR (%) = indicador ingerido

indicador excretado

CDAN (%) =100 — (100 x indicador alimento x nutriente fezes)

indicador fezes nutriente alimento

CDAMS (%) = 100 x (1 — indicador alimento)
indicador fezes

2.5 Analise estatistica

O estudo seguiu um delineamento em blocos casualizados no tempo em um
esquema de parcelas subdivididas, sendo cada alimento a parcela e os metodos (coleta
total, Cr.03 e TiO2) as subparcelas. Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia,
considerando os pressupostos de normalidade e igualdade de variancias. As médias foram

comparadas pelo teste Tukey, considerando-se 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS

Os valores de oxido crémico obtidos nas racBes experimentais ficaram muito
proximos dos almejados durante a preparagdo das misturas (tabela 2), tendo a ragdo 3
exatamente 0 mesmo teor utilizado na preparacao e apenas a racdo 1 com teor mais baixo
do que o esperado.

O didxido de titanio apresentou maior discrepancia entre os valores esperados e
os valores obtidos. Todas as rag0es apresentaram concentragdes deste indicador maiores
do que o almejado durante a preparacéo, sendo que a ragdo 2 apresentou concentracéo de

TiO> cerca de 1,9 vezes maior do que o esperado (tabela 2).

Tabela 2: Concentracdo dos indicadores nas racfes experimentais (valores na matéria
seca).

Indicador Racéo 1 Racéo 2 Racéo 3 Racéo 4
Cr203 (%) 0,18 0,24 0,23 0,22
TiO2 (%) 0,37 0,46 0,37 0,39

As taxas de recuperacdo dos indicadores em estudo estdo apresentadas na Tabela
3. Para 6xido crdmico, encontrou-se o valor médio de 109,75 + 15,47 % (média £ desvio-
padrdo da média) e para dioxido de titdnio 79,22 + 9,77 %. Observa-se que para 0
indicador dioxido de titénio, ndo houve recuperacdo completa, enquanto que, para o 6xido
crébmico, recuperou-se mais do que foi ingerido, sendo os valores encontrados,
estatisticamente diferentes (<0,05)

Os resultados obtidos para os Coeficientes de Digestibilidade Aparente segundo
cada um dos métodos empregados, podem ser encontrados na Tabela 3.

Como o objetivo deste estudo foi a comparacdo dos métodos para validacdo dos
indicadores e ndo a avaliacdo das dietas, considerou-se na analise dos resultados de
CDA’s a média das 4 dietas.

A analise estatistica dos resultados ndo detectou diferencas significativas (p>0,05)
entre os coeficientes de digestibilidade aparente da MS, PB, EEHA, MO, EB e MM
auferidos pelos métodos de CT e Cr20s, estes valores diferiram (p<0,05) apenas para o

ENN, sendo o resultado estimado pelo indicador 6xido crémico estatisticamente menor.
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O mesmo ndo ocorreu com o indicador TiOo, sendo todos os coeficientes de
digestibilidade aparente estimados por ele estatisticamente menores que os estimados pela
CT e Cr20s3. Estes resultados podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3: Coeficientes de digestibilidade aparente (média £ desvio padrdo da média)
das racdes determinados pelo método de coleta total (CT) e pelos indicadores o0xido
cromico (Cr20z3) e dioxido de titanio (TiO2).

COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDADE APARENTE

Composicao

CT Cr20s3 TiO2
Matéria seca 82,89+191a 84,27 +2,03 a 78,57 £ 3,60 b
Proteina Bruta 86,10+ 1,82 a 87,25+1,14a 82,62+1,89b
Extrato Etéreo 93,16 £0,89a 93,25+ 1,77 a 90,80 £ 2,56 b
Matéria Orgénica 85,87 +2,14a 87,25+ 1,65a 82,57+3,10b
Energia Bruta 84,96+ 1,73 a 86,27 +2,01a 81,27 +3,58 b
Matéria Mineral 39,10+6,80a 44,15+7,48a 24,47 £9,53 b
ENN 88,02+3,72a 77,42+375b 69,42 £ 4,39 ¢
Taxa de recuperagéo 109,75 + 15,47 a 79,22 £9,77 a

ab _Meédias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste T (P<0,05).

4. DISCUSSAO

A taxa de recuperacdo média para o 6xido cromico foi de 109,75%, explicando o
porqué da maior digestibilidade estimada por este indicador em relacdo a CT e ao TiO-.

O erro padrdo da média da TR do Cr20z foi de 15,47% em média, valor muito
mais alto daquele obtido por Vasconcellos et al. (2007), que apresentaram um erro de
2,5%. Ressalta-se que, tanto a metodologia para determinagdo do cromo, quanto a espécie
utilizada, foram as mesmas para os dois estudos. ExplicacOes para este fato podem incluir
erros analiticos. Segundo Berchielli (2003), o fato de o cromo ser oriundo do 6xido
crémico ou do dicromato, oferece certos problemas analiticos. Por colorimetria, a técnica
determina a necessidade de manter a mesma concentracdo molar de acido sulfurico para
ndo se alterar a absorbancia da amostra, aumentando o grau de dificuldade e reduzindo a
repetibilidade das analises. Ainda, Kozloski et al. (1998) destacam a importancia da
interferéncia na leitura da absorbancia por outros componentes de cor presentes no
alimento ou nas fezes, que podem limitar a precisdo da quantificacdo do cromo contido

no alimento ou nas fezes pelo método colorimétrico.
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Apesar da TR estar acima do que € preconizado como ideal (100%), ainda foram
obtidos coeficientes de digestibilidade aparente estatisticamente iguais ao da CT,
validando este marcador para uso em felinos. Valor semelhante foi observado por Carciofi
et al., (2006), ao compararem o método colorimétrico com a EAA, para determinacgéo
deste indicador em estudos de digestibilidade com cées. Os autores encontraram TR de
106% para Cr203 pelo método colorimétrico, 0 mesmo utilizado neste estudo. Também
avaliando métodos para determinacdo de cromo, SAHA e GILBREATH (1991)
trabalhando com suinos, encontraram TR média de 97,96% pelo método colorimétrico e
103,03% pela EAA, valor proximo ao observado no presente trabalho.

Embora o resultado referente a TR do Cr.0z tenha sido adequado, o valor
encontrado neste estudo mostra-se acima dos valores encontrados na maioria dos
trabalhos disponiveis na literatura.

Apesar da indicacdo do emprego de Cr.Oz em ensaios de digestibilidade para
gatos pela ASSOCIATION OF... (2003), foi localizado na literatura cientifica apenas um
trabalho avaliando o indicador para a espécie em estudos de digestibilidade com o
fornecimento de dados referentes a sua taxa de recuperagdo, sendo ele realizado por
Vasconcellos et al., (2007) onde os autores avaliaram os indicadores dxido crémico, cinza
insolivel em é&cido e lignina, comparados ao método de coleta total em estudo de
digestibilidade com gatos doméstico e obtiveram TR média de 97% do Cr.Os utilizando
0 método colorimétrico.

Em estudos realizados com cées, Andreasi (1956), empregando uma unica dieta,
recuperou 97,8% do dxido cromico pelo método colorimétrico e Lébo Jr. et al. (2001)
obtiveram uma recupera¢do do mesmo indicador de 93,7% por EAA. Também na espécie
canina, Hill et al. (1996) estudaram a recuperacao fecal do 6xido crémico determinado
colorimetricamente em quatro dietas, obtendo uma TR média de 87%, que variou de
82,1% a 92,0%.

O conteudo analisado de TiO2 nas dietas foi em média 0,39% (esperado 0,25%),
presume-se que as elevadas concentracOes deste indicador nos alimentos podem ter sido
responsaveis pela sua baixa taxa de recuperacdo fecal, cuja média foi de 79,22%,
refletindo na subestimacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente de todos o0s
nutrientes obtidos por este indicador. Resultado de recuperacdo fecal muito semelhante
foi encontrado por Titgemeyer et al. (2001), que encontraram TR de 79,4% ao avaliar o
periodo de adaptacdo de bovinos a adi¢do de marcadores. Em trabalhos realizados em

cdes, Singh et al. (2009), recuperaram em meédia 74,5 e 80,6% de TiO; para duas formulas
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de dieta diferentes. De Cuyper et al., (2018) utilizaram o TiO2 como marcador para avaliar
o0 tempo de retencdo de duas dietas em cdes. A média de recuperacao fecal de titanio para
cada dieta foi de 81,2 e 73,7%.

Kavanagh et al. (2000), ao avaliarem os marcadores Cr2Os, TiO2 e cinzas
insoliveis em &cido (AIA) para o calculo da digestibilidade em suinos também
encontraram diferengas entre os valores assumidos na formulagao e os valores analisados
nas dietas para Cr.03 e TiO». Os autores levantam o debate sobre qual dado utilizar, uma
vez que ndo ha um padréo estabelecido, e pontuam que, ao usar os valores esperados com
base nas quantidades adicionadas, assume-se que o marcador € disperso corretamente
através da racdo e que ndo ha perdas deste material, no entanto, no estagio de mistura,
principalmente se um moinho for utilizado, poderd ocorrer tal perda e assim, a
concentracdo assumida estard incorreta. Ao se analisar quimicamente as dietas e até
mesmo as fezes, erros na conducdo da analise podem levar a alteracdo dos valores
corretos. Ha também a possibilidade de contaminacéo da amostra, seja por manipulagao
ou armazenamento incorreto ou até mesmo, no momento da andlise, a utilizacdo de
vidrarias ndo higienizadas corretamente pode levar a um aumento nos teores do indicador,
levando a erros no resultado final.

Desta forma, assume-se neste estudo, que o contetdo de TiO> presente nas racdes,
cerca de 1,9 vezes maior que o esperado, pode ser decorrente de erros na condugdo da
técnica analitica utilizada. No presente experimento, o calculo da taxa de recuperacéo e
coeficientes de digestibilidade, com base no teor de dioxido de titénio adicionado a dieta
(0,25%), em vez do teor de didxido de titanio analisado (0,39%) resultaria em uma maior
taxa de recuperagdo e consequentemente em maiores coeficientes de digestibilidade
aparente.

Em virtude da variacdo nos resultados de recuperacdo fecal, diferentes
metodologias e adaptacOes para determinacdo de TiO» podem ser encontradas na
literatura. Leone (1973) recomendou 10 ml de H2SO4 concentrado, mas Jagger et al.
(1992) e Short et al. (1996) modificaram esta técnica, utilizando duas vezes mais H2SOa.
Titgmeyer et al. (2001) modificaram esta técnica usando 7,4 ml H2SO4 e 10 ml de H20:
a 30%. J& Myers et al. (2004) trocou utilizacdo do procedimento de incineragdo antes da
digestdo, pela suspensdo umida da amostra com H2SO4 concentrado.

O comprimento de onda utilizado na leitura também pode afetar a sensibilidade
da técnica para determinacdo do TiO2 O uso de diferentes comprimentos pode ser

observado nas diferentes metodologias, variando de 400 nm por Short et al. (1996) e
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Kavanagh et al. (2001), a 408 nm por Jagger et al. (1992) e Leone (1973) e 410 nm por
Titgmeyer et al. (2001) e Myers et al. (2004). No presente estudo, o TiO2 foi determinado
a 410 nm.

De maneira geral, observa-se que o CDA foi sempre maior quando se utilizou o
oxido de cromo como indicador, apresentando a coleta total valores intermediarios e o
dioxido de titanio valores mais baixos. Isto é explicado pelas taxas de recuperacdo dos
indicadores. Como para o Cr20s encontrou-se recuperacdo acima de 100%, o
procedimento de calculo originou valos sistematicamente maiores, ocorrendo 0 inverso
com o TiOx.

Os coeficientes de digestibilidade aparente estudados em ruminantes, disponiveis
em alguns dos trabalhos consultados, apresentaram resultados muito semelhantes aos
observados neste estudo. Titgmeyer et al. (2001), obtiveram coeficientes de
digestibilidade superestimados com Cr.O3z e subestimados com TiO2, quando comparados
com a coleta total, também em decorréncia da baixa recuperacéo fecal de TiO- na espécie
bovina. Da mesma forma, Kavanagh et al. (2001), observaram valores semelhantes para
coleta total e Cr.03, enquanto os valores obtidos com TiO2 foram menores em
comparagdo com coleta total e Cr20s,

Em cées, Alvarenga et al., (2019) avaliaram o 6xido crémico, dioxido de titanio e
a cinza insoltvel em &cido como marcadores para estimar a producdo fecal de cdes e
obtiveram coeficientes de digestibilidade aparente muito proximos determinados pelo
método de coleta total, 6xido crémico e didxido de titdnio. Ao contrario do achado neste
estudo, os autores sugerem que 0 TiO2 pode ser um marcador preferencial para estimar a
producdo fecal em cées quando comparado ao Cr20s,

Nédo foram localizados trabalhos sobre o emprego de TiO2 em ensaios de

digestibilidade para gatos.

5. CONCLUSAO

A auséncia de diferencas estatisticas entre o indicador 0xido cromico e 0 método
de coleta total para determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente dos
nutrientes valida, nas condigdes do presente experimento, a utilizagao deste indicador em
ensaios de digestibilidade com gatos. O indicador dioxido de titdnio mostrou-se
ineficiente para estimar a digestibilidade dos nutrientes, em virtude da sua baixa TR, que
subestimou os CDA, quando comparado a coleta total de fezes e ao indicador 6xido

cromico.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar um aparato para a coleta de fezes e urina e ainda,
desenvolver e validar metodologias para determinagdo do pH urinério e coeficientes de
digestibilidade aparente dos nutrientes com o uso dos indicadores 6xido cromico (Cr20z3)
e dioxido de titanio (TiO2) em gatos domiciliados. Para isto, os resultados obtidos in home
foram comparados com os resultados obtidos com os animais confinados em gaiolas
metabolicas, pois este € 0 método de referéncia para estes dois testes. Quatro alimentos
foram submetidos a ensaios de digestibilidade pelo método dos indicadores, sendo cada
alimento avaliado com animais em gaiola (n=6) ou in home (n=6). Os indicadores Cr203
e TiO2 foram incluidos nas ragdes no momento da mistura e tiveram sua determinacéo
realizada por colorimetria. Para o indicador Cr.O3, ndo houve diferenga (p>0,05) entre os
coeficientes de digestibilidade aparente da MS, PB, EEHA, MO e EB obtidos em gaiolas
metabolicas e in home, apenas para ENN, observou-se diferenca (p<0,05), 0 mesmo
ocorreu com o indicador TiO2, ndo apresentando diferengas significativas (p>0,05) entre
os coeficientes de digestibilidade aparente da MS, PB, EEHA, MO e EB obtidos em
gaiolas metabdlicas e in home, diferindo (p<0,05) somente para 0 ENN. Houve diferenca
significativa (P<0,05) entre o valor de pH urinario obtido nas gaiolas metabdlicas e o
obtido in home, sendo o valor obtido in home estatisticamente maior. Nas condicdes do
presente experimento, a metodologia desenvolvida e a utilizacdo do Cr.0z e do TiO>
como indicadores para a realizacdo de estudos de digestibilidade com gatos domiciliados
foram validados. Ja a metodologia desenvolvida para avaliagdo do pH urinario in home
ndo se mostrou confiavel, em virtude da diferenca entre os valores obtidos nos dois

ambientes

Palavras-chave: bem-estar, indicadores, felinos, digestibilidade, urina, tutor
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate an apparatus for the collection of feces and
urine and also, to develop and validate methodologies for determination of urinary pH
and coefficients of apparent digestibility of nutrients using the indicators chromic oxide
(Cr203) and titanium dioxide (TiO2) in domiciled cats. For this, the results obtained in
home were compared with the results obtained with animals confined in metabolic cages,
as this is the reference method for these two tests. Four foods were submitted to
digestibility tests by the indicator method, each food being evaluated with animals in
cages (n=6) or in home (n=6). The Cr203 and TiO2 indicators were included in the
rations at the time of mixing and were determined by colorimetry. For the Cr203 indicator
there was no difference (p>0.05) between the apparent digestibility coefficients of DM,
CP, EEHA, MO and EB obtained in metabolic cages and in home, only for ENN there
was a difference (p<0.05), the same occurred with the TiO2 indicator, showing no
significant differences (p>0.05) between the apparent digestibility coefficients of DM,
CP, EEHA, MO and EB obtained in metabolic cages and in home, differing (p< 0.05)
only for the ENN. There was a significant difference (P<0.05) between the urinary pH
value obtained in metabolic cages and that obtained in home, with the value obtained in
home being statistically higher. Under the conditions of the present experiment, the
methodology developed and the use of Cr203 and TiO2 as indicators for carrying out
digestibility studies with domiciled cats were validated. The methodology developed for
the evaluation of urinary pH in home was not reliable, due to the difference between the

values obtained in the two environments.

Keywords: welfare, indicators, felines, digestibility, urine, tutor
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1. INTRODUCAO

A maior parte da vida dos animais de laboratério é passada em gaiolas e/ou
ambientes como salas com area restrita. O objetivo do confinamento é manter os animais
em condi¢Oes que atendam as suas necessidades basicas e a0 mesmo tempo fornecer um
ambiente pratico e padronizado para reduzir a variabilidade experimental. A combinacgéo
do controle de fatores de monitoramento ambiental e sanitdrio com economia e manejo
levaram ao desenvolvimento de sistemas de alojamento que sdo faceis de manusear,
limpar, armazenar, e ainda, possibilitam manter muitos animais em uma area restrita
(Brain e Benton, 1979; Hetts, 1991), no entanto, nem sempre as condi¢des de bem-estar
sdo plenamente atendidas.

Estudos de nutricdo como os ensaios de digestibilidade e pH urinario exigem o
confinamento dos animais em gaiolas metabdlicas, usadas para medi¢do de ingestéo total
de alimentos e agua, bem como a excrecado de urina e fezes por serem equipadas com um
sistema Gnico para evitar a contaminacao da urina, separando efetivamente as fezes e
possibilitando a coleta da urina em tubos fora da gaiola (Kurien et al., 2004). Apesar da
extrema relevancia destes estudos, confinar os animais em gaiolas, provocando seu
isolamento do restante do grupo e restringindo seu espaco fisico, mesmo que por um curto
periodo de tempo, representa uma situacdo de estresse, comprometendo em partes o bem-
estar animal.

Por outro lado, a determinacdo da digestibilidade pelo método dos indicadores nao
exige o confinamento dos animais, pois o calculo leva em conta apenas a quantidade do
indicador fornecido ao animal e a sua concentracdo nas fezes (Rodriguez, 2006;
Alvarenga et al., 2019). Sendo assim, o indicador permite que testes de digestibilidade
possam ser realizados até mesmo com cdes domiciliados, desde que haja
comprometimento do tutor com o protocolo a ser seguido e assim garante-se maior bem-
estar aos animais utilizados nestas pesquisas, pois estes estardo em seu ambiente
domiciliar natural, livres para expressarem seu comportamento natural.

Como o bem-estar animal € um pre-requisito para resultados experimentais
confiaveis, é fundamental buscar métodos e procedimentos que melhorem o bem-estar
dos animais. O bem estar animal e a boa ciéncia estdo intrinsecamente ligados.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar um aparato para a coleta de fezes

e urina e ainda, desenvolver e validar metodologias para determinacdo dos coeficientes
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de digestibilidade aparente e pH urinario em gatos domiciliados, comparando 0s

resultados aqui obtidos com os obtidos em gaiolas metabdlicas.

2. MATERIAIS 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°® 8084180121.

2.1 Animais e instalacfes

A selecdo dos animais elegiveis foi baseada em entrevistas realizadas com 0s
tutores que se voluntariaram para participar. As entrevistas foram realizadas entre os
meses de junho e julho de 2021, com esclarecimento aos tutores sobre os objetivos e
procedimentos do estudo, incluindo as analises realizadas nas amostras de fezes de seus
gatos.

Para ser selecionado, o animal deveria ser unico em sua residéncia ou o tutor
deveria garantir que este ficasse isolado dos demais animais durante o periodo
experimental, de modo a garantir que as fezes e urina coletada fosse realmente do animal
selecionado. O gato participante também deveria ter entre dois e sete anos de idade, estar
saudavel e ndo fazer uso de medicamentos. O tutor do animal selecionado também
precisou garantir que a alimentagdo fornecida seria somente a dieta experimental, e que
0 animal ndo teria acesso a rua ou a outro ambiente ndo controlado pelo tutor.

Ao final das entrevistas, seis gatos saudaveis, dois machos e quatro fémeas sem
raca definida foram incluidos neste estudo. Formularios de consentimento dos tutores

foram obtidos para cada gato participante do estudo.

2.2 Dietas experimentais

Para fins de comparacdo entre os CDA’s obtidos, foram utilizadas as mesmas
quatro dietas para gatos adultos para os dois experimentos (in home e gaiolas
metabdlicas), formuladas de acordo com as recomendagfes nutricionais da Association
of American Feed Controls Official (2003). A formula e a composicao quimica das dietas

encontram-se na Tabela 1.
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2.3 Protocolo experimental
2.3.1 Experimento in home

Todos os gatos foram mantidos em suas residéncias e os tutores foram orientados
a seguirem suas rotinas normais, evitando ao maximo mudancas ou interferéncias
desnecessarias.

Para a realizacdo deste experimento, uma caixa sanitaria especial foi adquirida e
adaptada segundo as necessidades do estudo (Figura 1). A caixa conta com dois
compartimentos, sendo o primeiro vazado para que haja o escoamento da urina e as fezes
ndo sejam contaminadas, ja o segundo compartimento conta com uma inclinacdo, para
que a urina seja escoada diretamente por uma mangueira para um ralo. Em nossa
adaptacdo, retiramos a mangueira e acoplamos um recipiente coletor ao fundo da caixa.

Os dois compartimentos da caixa sdo montados por encaixe, para facilitar a limpeza.

Figura 1: Caixa de areia sanitaria utilizada pelos tutores.

Normalmente, gatos fazem uso de caixas sanitarias com areia especifica para esse
fim, no entanto, 0 uso da areia implicaria na contaminacéo das fezes e na absorcéo da
urina, impossibilitando a sua coleta. Diante disso, utilizou-se microesferas de
polipropileno em substituicdo a areia convencional, um material plastico ndo aderente e

n&o absorvente (Figura 2).
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Figura 2: Microesferas de polipropileno.

Cada tutor recebeu uma caixa sanitaria, a “areia” e as dietas ja pesadas nas
quantidades que deveriam ser fornecidas a cada animal diariamente, mediante o célculo
das necessidades energéticas (NRC, 2006). Para a coleta das fezes foram fornecidos sacos
plasticos apropriados e luvas para facilitar o procedimento. Para limpeza das caixas e
lavagem da areia foi fornecido detergente neutro e os tutores foram instruidos a nédo
utilizarem outro produto que pudesse de alguma forma contaminar as amostras e interferir
nos resultados.

Anteriormente ao inicio do periodo experimental, recomendou-se um periodo de
adaptacao dos animais a caixa sanitaria e a areia de no minimo 15 dias.

O periodo experimental teve duracdo de 14 dias, sendo sete dias de adaptacdo a
dieta e sete de coleta das fezes. O periodo de adaptacéo as dietas e de coleta de fezes foi
superior ao recomendado pela ASSOCIATION OF... (2014) para assegurar uma
adequada normalizacdo do transito dos indicadores pelo trato digestorio dos animais e,
em virtude da menor producdo fecal em gatos, optou-se por periodo de colheita de fezes
de sete dias e ndo cinco.

Durante todo o periodo de adaptacdo e coleta, os tutores foram instruidos a
alimentarem os animais apenas com a dieta experimental, os horarios de cada refei¢éo
deveriam ser mantidos conforme os habitos de cada animal, bem como a frequéncia de
alimentacdo diaria e apenas a quantidade de racdo fornecida sofreria mudancas, devendo
ser fornecida exatamente a quantidade recomendada para cada dia, conforme as
necessidades energéticas de cada animal (NRC, 2006).

Mesmao sendo adotado o método dos indicadores de digestibilidade, em virtude da

menor producdo fecal em gatos, os tutores foram instruidos a realizarem a coleta total das
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fezes, no entanto, ndo houve a necessidade de se mensurar 0 consumo ou a quantidade
total de fezes produzidas. As coletas compreenderam o periodo de 24 horas, ndo tendo
um horério especifico para serem realizadas, podendo o tutor realizar esse manejo no
momento em que melhor se encaixasse na sua rotina.

Apds a coleta, as fezes foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas
em freezer.

No primeiro dia de coleta de fezes, também foi iniciado o periodo de coleta de
urina, com duracao de cinco dias. Nesta fase, a urina foi coletada uma vez ao dia, sendo
o0 tutor orientado a realizar a coleta compreendendo no minimo 24 horas. As amostras
foram coletadas ja nos recipientes plasticos (Figura 3) acoplados a caixa. Cada tutor
recebeu cinco recipientes (um para cada dia de coleta), todos foram entregues etiquetados
com nome do animal, dia de coleta e dieta correspondente. Todos 0s recipientes
continham timol, um antisséptico com atividade antibacteriana e antifungica para
conservacao da urina (ABINPET, 2019). Apos as coletas, o recipiente contendo a urina

foi armazenado em freezer (-15°C) até 0 momento da anélise.

Figura 3: Recipiente plastico com urina.

Todos os tutores foram orientados a higienizar a caixa sanitaria com detergente
neutro e dgua apenas e realizar a troca da areia apds cada coleta, afim de diminuir as
chances de contaminagéo das amostras posteriores.

Ao fim do periodo experimental, todo o material coletado (recipientes com urina
e as amostras de fezes) foram recolhidos na casa de cada tutor e levados a laboratério para

as analises.
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Ja no laboratorio, as amostras de urina foram descongeladas e, quando estas
atingiram temperatura ambiente, foi medido o volume em uma proveta de vidro graduada
e realizada a leitura do pH em um peagametro digital de bancada (modelo D22, da marca
Digimed).

As fezes foram descongeladas, homogeneizadas e colocadas em estufa de
ventilagdo forcada a 55°C durante 72 h para efetuar a pré-secagem. A amostra de cada
animal foi moida separadamente em moinho tipo faca “willey” (Marconi, Piracicaba, Sdo
Paulo) equipado com peneira de 1 mm.

Todas as dietas passaram pelo mesmo procedimento de moagem para posterior

analise.

2.3.2 Experimento gaiolas metabolicas

O ensaio de digestibilidade seguiu o protocolo de coleta total de fezes, de acordo
com as recomendagdes da AAFCO (2014), com adaptacbes, mas os célculos para
determinacdo dos coeficientes de digestibilidade foram feitos pelo método dos
indicadores. O periodo de adaptacdo a dieta foi superior ao recomendado para assegurar
uma adequada normalizacgdo do transito dos indicadores pelo trato digestorio dos animais
e, em virtude da menor producéo fecal em gatos, optou-se por periodo de colheita de fezes
de sete dias e ndo cinco. Sendo assim, 0 periodo experimental teve duracdo de 14 dias,
sendo 7 dias de adaptacdo a dieta e 7 dias de coleta de fezes.

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas
em inox. O alimento foi oferecido duas vezes ao dia, as 8:00 h e as 14h, ficando disponivel
até o dia seguinte, quando as sobras foram recolhidas e pesadas, registrando-se o
consumo. A quantidade fornecida foi calculada individualmente para cada animal de
acordo com as necessidades energéticas (NRC, 2006). A agua foi oferecida ad libitum.
As fezes de cada animal foram coletadas uma vez ao dia, pesadas e acondicionadas em
sacos plasticos individuais, previamente identificados, fechados e armazenados em
freezer (-15°C) para posterior analise.

Junto ao ensaio de digestibilidade a coleta de urina foi realizada conforme o
protocolo descrito no Manual Pet Food Brasil (ABINPET, 2019), sendo os primeiros sete
dias destinados a adaptacdo dos gatos as dietas e os trés dias subsequentes destinados a
coleta total de urina. A coleta ocorreu uma vez ao dia, em recipientes plasticos colocados
sob o funil coletor da gaiola, contendo 1 ml de acido cloridrico 1N, para evitar perdas de

nitrogénio e proliferacdo de bactérias. Apos cada coleta, o volume foi medido em uma
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proveta de vidro graduada, e a leitura do pH realizada utilizando um peagametro digital
de bancada (modelo D22, da marca Digimed).

Todas as amostras de urina foram descartadas apos as anélises.

O pH final foi obtido pela média aritmética + coeficiente de variacdo do valor

diario adquirido para cada animal.

2.4 Analises laboratoriais

As andlises das amostras de fezes pré-secas e das racdes foram realizadas no
Laboratorio de Analises de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA) da Universidade
Estadual de Maring4. Foram determinadas a materia seca (MS), proteina bruta (PB),
matéria mineral (MM), extrato etéreo em hidrdlise acida (EEA) e fibra bruta segundo
procedimentos da AOAC (1995). A energia bruta (EB) foi determinada em bomba
calorimétrica. Todas as analises foram conduzidas em duplicata, sendo repetidas quando
variarem mais de 5%. O extrativo ndo nitrogenado (ENN) foi calculado pela seguinte

férmula;
ENN (%) = 100 — (PB + EEHA + FB + MM + Umidade)

O 6xido de cromo foi quantificado pelo método colorimétrico segundo Fenton e
Fenton (1979) e o didxido de titanio também determinado por colorimetria, segundo
Myers et al. (2004). Ambos os protocolos estdo descritos detalhadamente no Capitulo 11
desta dissertagéo.

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

calculada considerando-se os valores de energia digestiva e proteina digestivel das dietas.

Segundo o0 método dos indicadores, os calculos utilizados na determinacdo dos
coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes (CDAN) e da matéria seca
(CDAMS) foram os seguintes:

CDAN (%) =100 — (100 x indicador alimento x nutriente fezes)

indicador fezes nutriente alimento

CDAMS (%) = 100 x (1 — indicador alimento)

indicador fezes
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2.5 Analise estatistica

O estudo seguiu um delineamento inteiramente casualizado, considerando para as
andlises estatisticas, os efeitos de ambiente (gaiola e in home) para cada indicador. Para
isto, os dados foram submetidos a Andlise de Varidncia, considerando 5% de
probabilidade.

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos para os Coeficientes de Digestibilidade Aparente segundo os
dois indicadores empregados (Cr.Oz e TiO), avaliados dentro dos dois ambientes
(Laboratorio/Gaiola metabolica e in home) podem ser encontrados na Tabela 1.

Para o indicador 6xido crémico, ndo houve diferenca (p>0,05) entre o0s
coeficientes de digestibilidade aparente da MS, PB, EEHA, MO e EB obtidos em gaiolas
metabolicas e in home, apenas para ENN observou-se diferenca (p<0,05), sendo o valor
obtido in home estatisticamente maior que o obtido nas gaiolas.

O indicador dioxido de titanio ndo apresentou diferencas significativas (p>0,05)
entre os coeficientes de digestibilidade aparente da MS, PB, EEHA, MO e EB obtidos em
gaiolas metabolicas e in home, no entanto, estes valores também diferiram (p<0,05) para
0 ENN, sendo o resultado consignado em gaiolas metabdlicas estatisticamente menor que
0 in home.

Os valores médios de pH e volume urinario estdo apresentados na tabela 2. Houve
diferenca significativa (P<0,05) entre o valor de pH urinario obtido nas gaiolas
metabolicas e o obtido in home, sendo o valor obtido in home estatisticamente maior.
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Tabela 1. Coeficientes de digestibilidade aparente (média + desvio padrdo da media)
determinados pelo método dos indicadores 6xido crémico (Cr203) e dioxido de titanio
(TiO2) em gaiolas metabolicas e in home.

Cr20s3
ITEM Gaiola In home Média P
Matéria seca 84,27 +2,03% 83,17+1,93% 83,72 0,5587
Proteina Bruta 87,25+1,13% 86,02+ 1,54 86,63 0,3664
Extrato Etéreo 93,25+1,76% 90,70+ 0,67 2 91,97 0,0520
Matéria Organica 87,25+1,65% 86,40 +1,60% 86,82 0,5998
Energia Bruta 86,27 +2,02¢ 82,72+2,49¢% 84,50 0,0928
Matéria Mineral 44,15+ 7,482 33,72+1,32% 38,93 0,0824
ENN 77,42 £3,74° 88,72+ 1,40° 83,07 0,0003
ITEM Gaiola In home Média
Matéria seca 78,57 +3,60% 77,85+3,85% 78,21 0,0723
Proteina Bruta 82,62+1,88¢% 81,85+1,01% 82,23 0,5636
Extrato Etéreo 90,80 +2,55% 87,65+2,36% 89,22 0,0206
Matéria Organica 82,57+3,10% 82,17 +3,03% 82,37 0,8041
Energia Bruta 81,27 +3,57% 77,32 +£4,322 79,30 0,0649
Matéria Mineral 24,47 £9,53 2 14,60 +10,912 19,53 0,0978
ENN 69,43 +4,38% 85,17 +2,87° 77,30 <0,0001

ab _Meédias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste T (P<0,05).

Tabela 2. Valores do pH urinério (média * desvio padrdo da média), obtidos em gaiolas

metabdlicas e in home.

Ambientes

Item -
Gaiola In home

pH urina 6,58 £0,23° 7,08 £0,51°
ab _Meédias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste T (P<0,05).

4. DISCUSSAO

Com excecdo de serem cacgadores solitarios quando em vida livre na natureza,
gatos sdo criaturas sociais. A maioria de suas atividades sdo realizadas dentro de grupos
sociais estaveis e juntos podem, por exemplo, se cuidar, brincar ou dormir juntos
(Crowell-Dauvis et al., 2003). Além de reconhecerem os membros de seu préprio grupo,
0s gatos parecem também considerar seus donos como parte dele e mostram isso
aplicando o mesmo tipo de comportamento social em relacéo a eles (Bradshaw et al.,
2012). Gatos que vivem em laboratorio podem ter o seu bem-estar afetado por diversos
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fatores. O isolamento social, tanto de pessoas como de outros gatos, e/ou o0 alojamento
em ambiente restrito com locais de descanso e esconderijo insuficientes podem se tornar
situacOes de grande estresse (Luescher et al., 1991).

Pesquisas confirmam que grande parte de animais de laboratério possuem o bem-
estar comprometido. Stella et al. (2014) avaliaram o comportamento de gatos alojados em
macroambientes (salas) e microambientes (gaiolas). No estudo, ao utilizarem como
parametros a ingestdo de alimentos, miccdo, defecacdo e presenca de comportamento
anormal para verificar o desconforto sentido pelos animais, os autores sugerem que todos
0s gatos experimentaram angustia e que mais gatos alojados nas gaiolas do que em salas
exibiram comportamento anormal. Os autores também observaram que 0s animais
alojados em ambientes maiores se aclimataram mais rapidamente do que aqueles alojados
nas gaiolas metabdlicas, o que pode ser confirmado pela maior porcentagem de gatos
exibindo comportamentos naturais como afiliacdo ou manutencao.

Woo (2017), avaliando o efeito das condi¢bes ambientais de habitacdo sobre a
digestibilidade de nutrientes e nivel de estresse em gatos, observou maior digestibilidade
da matéria seca e proteina bruta para os animais alojados em salas, 0 autor também
verificou que os niveis de estresse foram diminuidos significativamente nos gatos
alojados em salas quando comparados aos animais mantidos em gaiolas.

Kendrick et al. (2020), comparou dados de equilibrio de excrecéo de cées alojados
em gaiolas metabdlicas em pares e cdes alojados individualmente nas gaiolas, a fim de
demonstrar que a realizacdo de estudos de equilibrio de excrecdo com um design de
alojamento em pares melhora o bem-estar animal sem comprometer a integridade
cientifica do estudo. A avaliacao dos niveis de estresse dos caes foi investigada medindo-
se 0s niveis de cortisol sérico como biomarcador indicativo. Os resultados foram
inconclusivos devido a grandes variacdes nos niveis de cortisol. No entanto, pode-se
perceber que os cdes pareciam mais calmos no ambiente de alojamento em pares.

Outras pesquisas, sobre o bem-estar de gatos confinados estdo direcionadas a
modificagdes em suas gaiolas, estudando a adicdo de oportunidades para os animais se
esconderem e empoleirar-se (Rochlitz, 2000; Gourkow e Fraser, 2006; Kry e Casey,
2007).

Buscando atender melhores condi¢cdes de bem-estar para animais utilizados em
pesquisas, e seguindo o principio do refinamento da teoria dos 3R’s, 0s estudos in home
surgem como alternativa aos estudos realizados em laboratdrios pois proporcionam mais

liberdade para os animais expressarem seu comportamento natural (Spangenberg, 2007),
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além de simularem o que realmente acontece com estes em ambientes domésticos,
aumentando a acuracia dos resultados obtidos. No entanto, a determinacdo da
digestibilidade e do pH urinario em ambiente domiciliar pode tornar as amostras mais
suscetiveis a contaminagdo ambiental e além disso, a garantia de que fatores externos ndo
afetem os resultados finais € mais dificil, pois todo 0 manejo sera feito pelo tutor do
animal e restara ao pesquisador apenas confiar de que o protocolo estabelecido sera
seqguido.

Nas condices do presente estudo, pode-se presumir que a metodologia
desenvolvida para o estudo da digestibilidade em gatos in home foi validada, pois de
maneira geral, os dois indicadores, 6xido crdomico e dioxido de titanio proporcionaram
CDA dos nutrientes semelhantes entre os dois ambientes. Apenas 0s coeficientes de
digestibilidade do ENN obtidos pelos dois indicadores foram significativamente
diferentes, quando avaliados in home em relacdo a gaiola. Possiveis explicacfes para isto
ainda n&o foram encontradas.

N&o hé dados na literatura relatando a avaliagdo da digestibilidade com gatos em
ambiente domiciliar utilizando o 6xido crébmico ou o didxido de titanio, e apenas um
trabalho, realizado com cées, foi localizado utilizando o TiO», Neste estudo, apesar dos
dados observados ndo terem sido validados com um ensaio padronizado de
digestibilidade usando cdes em ambiente laboratorial e a taxa de recuperacao do indicador
ndo ter sido avaliada, os autores afirmam a eficacia do TiO na determinacdo do CDA em
cdes de propriedade privada (Hagen-Plantinga et al., 2014).

O valor médio do pH urinario obtido em gaiolas metabdlicas encontra-se dentro
do recomendado para manter a funcao renal normal em gatos, sendo esta faixa entre 6,2
a 6,8 para prevencdo de urolitos de estruvita e oxalato de calcio (Allen e Kruger, 2000).

Ja o pH urinario obtido no experimento in home, mostrou-se ndo sé acima do
obtido em gaiolas metabolicas como também do recomendado. De acordo com o valor
observado (7,08), obteve-se urina alcalina, ao contrario do observado no estudo em
gaiolas metabolicas, onde o valor de 6,58 aponta para uma urina acida. Reine e Langston
(2005) apontam algumas causas para urina alcalina, entre elas a alimentacdo, que pode
resultar em uma urina alcalina transitéria como resultado da vaga alcalina p6s-prandial,
devido a secrecdo de &cido gastrico causar uma relativa alcalose. Alcaloses respiratorias
e metabolicas resultam em reduzida excrecdo urinaria do ion hidrogénio (H") o que
também aumenta o pH. A infec¢do do trato urindrio com bactérias produtoras de urease

(Proteus sp. e Staphylococcus sp., por exemplo) pode acarretar na conversao de uréia em
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amoOnia, alcalinizando a urina. Atraso de processamento, ma conservacao da amostra e
administragdo de alcalinizantes também constituem causas de urina com elevado pH
segundo os autores.

Tendo-se utilizado as mesmas alimentacGes nos dois experimentos e sendo 0s
animais do estudo in home saudaveis, sem a presenca de quaisquer sintomas de problemas
urinérios, presume-se que as causas para a discrepancia nos valores obtidos sdo
extrinsecas a esses dois fatores (racdo e animal). A hipdtese de que mecanismos
fisioldgicos podem ser diferentes entre os animais mantidos em gaiolas e os animais livres
no ambiente domiciliar também pode ser levantada, embora ndo existam relatos na
literatura sobre este assunto.

Explicaces mais plausiveis para as diferencas observadas entre os ambientes
podem ser encontradas na higienizacdo incorreta da caixa sanitaria e até mesmo no
processo de conservacdo entre 0 momento da coleta de urina e a analise do pH.

O procedimento usado in home para a higiene diaria das caixas pode ter tido
impacto direto sobre o pH obtido, pois, apesar das orientagdes feitas aos tutores, sobre
qual produto utilizar e como realizar a limpeza da caixa, acredita-se que estas variaveis
ndo podem ser totalmente controladas. Resquicios de sabdo, 4gua contida na caixa, fruto
de secagem incorreta ou até mesmo urina de dias anteriores podem ser apontadas como
possiveis causas para 0 aumento do pH urinério.

No presente estudo, foi realizada uma modificacdo no armazenamento da urina
apos coleta, estabelecendo-se o congelamento como forma de conservacao. Isto foi
necessario em decorréncia da impossibilidade de proceder-se a leitura do pH logo apos a
coleta, tanto pelos tutores ndo possuirem o aparelho para tal andlise como por questdes
logisticas, ndo ser possivel que a equipe buscasse as urinas nas casas de cada tutor assim
que essa fosse coletada. Segundo as recomendac6es da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica e Medicina Laboratorial, amostras de urina para realizacdo de urinélise (exame
de urina que também avalia o pH) nunca devem ser congeladas, pois 0 congelamento
prejudica diretamente a avaliagdo dos elementos figurados da urina, no mesmo sentindo
Mundim (2010), aponta que a urina deve ser analisada em no maximo 30 minutos apés a
coleta sem refrigeracdo e, se refrigerada (0 a 4°C), deve ser por no maximo 6 horas, o que
pode causar um leve aumento da densidade e precipitacdo de cristais amorfos (Sink e
Feldman, 2006), j& Navarro (1996) defende que o periodo de refrigeracdo ndo deve
exceder 4 horas e a temperatura de refrigeracdo deve ser de 4 a 8°C. A normativa da

ABNT NBR 15268:200511 regulamenta que a analise de urina deve ocorrer em condicoes
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de temperatura ambiente em até 4 horas, ap0s esse prazo a amostra deve ser refrigerada
de 4 a 8°C sem estabelecer um tempo maximo para isso e caso o refrigeramento ocorra,
deve-se aguardar retornar a temperatura ambiente para iniciar a analise. Neste estudo, o
descongelamento foi feito ao ar livre e a leitura de pH so foi realizada apds as amostras
retornarem a temperatura ambiente.

Contrério a essas recomendacbes, Mezaroba (2019), comparando tiras de
reagentes com os métodos padrdes para realizacdo da urinalise, também utilizou o
congelamento como forma de conservacdo da urina para analise de pH, e obteve o
resultado desejado, ndo apontando problemas oriundos do congelamento.

Né&o foi encontrado na literatura quais as implica¢6es do congelamento sobre o pH
urinario diretamente, mas acredita-se que estd também pode ter sido uma razdo para a
diferenca entre os valores encontrados nos dois ambientes.

Tanto a caixa sanitaria utilizada neste estudo quanto a “areia” mostraram-se
viaveis, embora adaptacOes possam ser feitas, visando melhorias para se obter resultados
compativeis entre os ambientes e facilitar o manejo por parte dos tutores.

Alguns inconvenientes foram relatados pelos tutores, entre eles, 0 mais apontado
foi o odor forte de urina no ambiente em que a caixa sanitaria foi mantida, fato que ja era
esperado, pois 0 material utilizado como areia ndo absorve a urina tdo pouco ameniza o
seu odor, como ocorre com a areia convencional. Uma possivel solucdo para isso, seria 0
uso de algum produto que neutralizasse o odor, porém testes devem ser feitos para que
seja garantido que o referido produto ndo interfira nos resultados finais de digestibilidade
e pH urinario.

Estudos mais aprofundados sobre os efeitos dessa mudanca de ambiente nos
animais, no que tange ao seu melhor bem-estar, sdo necessarios para validar de fato a
metodologia desenvolvida e afirmar, de forma cientifica, que os animais mantidos em
ambiente natural doméstico possuem mais condi¢fes de estarem em uma situacdo de
bem-estar, do que aqueles mantidos em laboratorios, confinados em gaiolas metabolicas.

A autora sugere que estudos futuros incluam a avaliacdo de parametros
comportamentais e fisiolégicos como forma de reconhecer a presenga ou auséncia de
estados de dor e desconforto, fatores que impactam diretamente 0 bem-estar de um
animal. Como parametros comportamentais, podem ser avaliados 0os comportamentos
anormais, como estereotipias, postura, medo ou agressdo repentina, vocalizacao,
diminuigdo da autolimpeza (comportamento comum em gatos saudaveis) e alteragdes na

atividade. Em relacdo aos parametros fisioldgicos, pode-se incluir a perda de peso,
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reducdo da ingestdo de alimentos, diarreia, sinais respiratorios e cardiovasculares e

alterac6es nos niveis de horménio do estresse e pardmetros imunologicos.

5. CONCLUSAO

A auséncia de diferencas estatisticas nos coeficientes de digestibilidade aparente
obtidos em gaiolas metabdlicas e in home pelos dois indicadores validam, nas condicgdes
do presente experimento, a metodologia desenvolvida e a utilizagdo do Cr.Oze do TiO:
como indicadores para a realizacdo de estudos de digestibilidade com gatos domiciliados.
Ja a metodologia desenvolvida para avaliagdo do pH urinério in home ndo se mostrou
confiavel, em virtude da diferenca entre os valores obtidos nos dois ambientes, no entanto,
acredita-se que mudancas nos procedimentos de higienizacdo da caixa sanitaria e
conservacao da urina sejam suficientes para que a metodologia seja passivel de validacao.

Este estudo apresenta-se como um avango no desenvolvimento de técnicas de

experimentacao animal que favorecam as condi¢cfes de bem-estar.
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