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HEGUMO

Oz paises onde & ciéneia de animais de lasboratdric ests

hem estabelecida administram dietazs de ingredientes naturais

autoclavadas para a ©riagy, e manutencBo de ratos e cammdongos
livres de patdgenos sspecificas (SPF).

No presente traebalho, pela primeira vez no Brasil, foi
conduzido um estudo sistematizado com o objetive de avaliar a
gqualidade nutricional e microbiocldgica de uma rag3o de
ingredientes naturais autoclavavel, a qual & administrada aos
ratos e camundongos HPF do CEMIB (Centro Multi-Institucional de
Bioterismo ) /UNICAMP.

A guslidade nputricional da ragdo HKUVILAB (CR-1
autoclavével apbs autoclavagem fol avalisda em ratos através de
enmaios de avaliagso da EficiBncia Protéica operacional {(EPop) e
Balango de Nitrogénio, incluindo ainda a Determinacdo do Conteldo
Protéico e da ComposicBo Amincacidice; a adeguagio fol verificseda
pela comparasic com valores obtidos para dietas de referéncia
{AIN-T8/AIN-90} e com valores recomendados de nutrientes. Foram
também conduzidos testes com  dietas formuladas apenas  com
ingredientes de origem vegetal (NUVITAL 18% vegetal e HUVITAL 22%
vegetal), na tentativa de eliminar proteinas de origem animal
para minimizar a8 contamina¢hlo microbiolédgics.

Microbiologicamente, a2 ragio NUVILAEB (R-1 autoclavével
foi analisada nas formas nBo autoclavada, autoclavada e retiradae
dos cochos dos animais apés 72 horas. Foram utilizados métodos

tradicionaigs de andlise nmicrobicldégica para os testes de contagenm

®iii



radr8c em placas de meséfilos asrébios, bolores e leveduras,
Staphylococeuns aureus, coliformes totais, coliformes fecais,
Salmonella, clostridios sulfito-redutores e FBacillus CEreUs, e
kits de anélise bacteriocldgica rapida para os testes de contagem
total, beolores e leveduras, coliformes totais e Staphyloecoocus
agureus. A avaliagBo incluin ainda determinacBes de umidade e
atividade de &gua.

Os resultados obtidos indicaram gue as dietas atendem
aos reguerimentos estabelecidos pelo National Ressarch Council
dos Estados Unidos para ratos & camundongos guanto a0 contetdo
probéico, mas guanto a composigdo aminoacidica apresentam
deficiéneias de aminocacidos sobretudo pelo déficit de metionina e
_ecistelinea.

) Em todeos o8 ensaigs bioldgicos para avaliscBoc da EPop.
a dleta—controle apresentou os melhoress valores para coeficiente
de eficiéneis alimentar {(CEA) e EPop, indicandoc melhor walor
promotor de corescimento, com valores 1,2 a 1,5 vezes maiores e
1,3 8 1,7 vezes maiores, para CEA e EPop, respectivamente, do gue
o encontrados para as dietas de ingredientes naturais (NUVILAR
CR~1 autoclavével e NUVITAL 28% vegetal), as guais apresentaram,
gntre si, valores semelhantes. Na média, as dietas proporcionaram
acs animais ganhe de peso dentro das  faxas esperadas.
Estabeleceu-se gque o consumo alimentar acumulado e © peso dos
animais sic fungles lineares do tempo, € que O pesc dos animals &
fungio linear do consumo salimenter acumulado, :axistindo entre
estas varifvels fortes correlagbes lineares positivas
gipnificantes, com cosficientes de correlagBo superiores & Q,089%

(p<3,01), 0,89885 (p«<0,01) e O,8886 {(p<0,01). respectivamente.
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& dieta AIN-78 apresentou 396,35% de Digestibilidade

Aparente e 70,08% de Valor Bial&gim} Aparente, enguanto que Aa

dieta NUVILAR CR-1 autoclavavel apresentou 786,478 e 78,78%,
regpactivamente. Quanto ao NPU Aparente, o mesmo foi B7,.51% para
a dieta AIN-7B, e 60,28% para a dieta NUVILAB CR-1 autoclavavel.

A determinagdo da umidade da rag3o indicou niveis
dentro dos limites especificadom pelo fabricante {(12,5%, magimol;
a atividade de Aagua da ragio no intervalo de 0,580 a 0,752
indicou possibilidade de proliferacfc microbiana limitada,
restrita a bolores xerdfilos.

Os resultados dos ensaios microbioclégicos efetuados no
intervala de 13 meses demonstraram gqualidade wmicrobioldgica
aatavel para a rag8o ndo autoulavada, aceitdvel pelo padrio
uatilizado pela firma produtora. As anadlises indicaram auséncia de
Salmonells e ni3o detecgBo de Staphylococcus aureus e coliformes
para todas asz formas de ragdo. Para as amostras de racio
autoclavada e retirada dos cochos dos animais o crescimento de
clostridios sulfito-redutores e BHacillus cereus também nBo foil
avidenciado. Os resultados obtidos com os kits de analise
hacterioldgica réapida ihdicaram. valores mais elevados, quando
comparados aos da metodologia convencional. A esterilidade da
racio nfic foi alcangada, o que sugere a existéncia de falhas nos

processos de autoclavagem e/0u na amcstragem da rag¢io.



ABSTRACT

The present work was undertaken aiming to evaluate the
nutritional and microbiclogical quality of the autoclavable dist
of natural ingredients which has been offered ordinarily to rats
and mice Specific Pathogen Free {8PF) of the CEMIB (Centro Multi-
Institucional de Bioterismo -~ Multi-Institutional Center for
Laboratory Animal Science ) /UNICAMP.

The nutritional gquality of the autoclaved autoclavable
diet NUVILAE CR-1 was evaluated through operative Protein
Efficiency (EPop) evaluation and Nitrogen Balance assays, with
rats, as well as by Crude Protein Content and Amino Acids
Composition Determinations; the adeguacy was determined by
comparation with wvalues obtained from reference dists (AIN-
TG/AIN-80) as well as from matrients facommendatigns. Agsays wers
aleso performed with diets formulated eonly with vegetable smource
ingredients fvagetal NUVITAL 18B% and vegetal NUOVITAL 22%31., in
order to eliminate the animal proteins therefore minimizing the
microbiologieal contamination.

« Microbiological examination consisted of analysis of
not autoclaved, autoclaved and leftover animal cages feed
samples. Feed was analised for mesophilic aerobic standard plate
count, molds and yeasts, Staphylococcus aureus, coliforms, fecal
coliforms, Salmonella, sulfite-reducing clostridia and Bacillus
cereps by traditional microbiclogical methods and for bacterial
‘total count, molds and yeasts, coliforme and Staphylococcus

aureus py rapid bactericlogical analysis kits. Moisture and water
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activity determinations were also performed.

The results showed that the diets are in accordance
with the United GStates National Research Council Requirements
with regard to crude protein content, but in relation to amino
acids composition they are deficients mainly by methionine and
cyasteine deficit.

At all EPop evaluation biclogical assays the control-
diat showed the begt food efficiency ratio (CEA) and EPop wvalues,
indicating the best growth promoting value, with 1,2 to 1,5 aﬁd
1,3 to 1,7 times greater values, to CEA and Epop, respectively,
than those for natural ingredients diets {(autoclavable NUVILAB
OR-1 and vegetal NUVITAL 22%), which were analogous among
themzselves. On the average, the diets provided animal gain weight
within the expected rates. It was gsettled that the cumalative
food consumption and the body weight are time linear functions,
and the body weight is a ocumulative food consumption linear
function, showing strong pogsitive aignificant linear
correlations, with correlation coefficients greater than (0,9898
{p<0,01), 0,8885 (p<0.,01) and 0,98886 (p<0,01}, respectively.

The AIN~785 diet showed 96,35% of Apparent Digestibility
and 70,068% of Apparent Biological Value whersasg the autcclavable
diet NUVILABR CR-1, 76.,47% and 78,78%, respectively. With regard
to Apparent NPU, it was 87,.51% for AIN-78 and 8&0,28% for
autoclavable NUVILAB CR-1.

The moisture determination showed levels within
manufacturer specifications (12,5%, maximum); the water activity
within the 0,880 to ,752 interval indicated limited microbkial

proliferation chance, limited to xercophilic molds.
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The microbial assays results performed within a 13
months interval showed stable microbiclogical quality for not
autoclaved ration, meeting mesnufacturer standard, and indicated
Salmonelia absence and no Staphylococcus aureus and coliforms
detection. The not autoclaved and left over animal cages feed
samples did not show sulfite-reducing clostridia and FBacillus
cereus growth. The rapid bacterioclogical analysis kits results
indicated greater values than those with traditional methods. The
ration at&fility wag not reached, suggesting autoclaving and/or

feed sampling failures.
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1. INTRODUCAO

Us animais de laboratdyio t&m sido usados sm pesquisas
biomédicas, em desenvolvimento e controle Ffarmacolfgico., em
estudos de alimentos, em anflises de contaminantes ambientais e
de produtos quimicos, contribuindo grandemente para o
desenvolvimento cientifico (ROSENKRANZ & JURKIEWICZ, 18873,

A importéncia da utilizacdc de animais padronizados =
de qualidade adeguada fol reconhecida ha varias décadas nos
paises desenvolvidos, proporcionando o cresgcimento da Ciéncia do
Animal de Laboratorio, a gual savolve o use de animeis definidos
genética, microbicldgica, paraslito, nutricional ¢ ambientalmente,
exigindo a presenga de pesscal técnico, construgdes, materiais =
técnicas adeguados. Nos dltimos 30 anos, estes aspectos
proporcionaram a mudanca de todo o sistsema de produgBe e cuidado
dos animais de laboratdrio (MENENDEZ, 13853,

Noa paises em desenveolvimento, verifica-se um atraso de
décadas no desenvolvimente da Ci@ncia do Animal de Laboratdrio,
fato refletido na falta de laboratdriocs de suporte e referéncia.
O Brasil reconheceu a deficifncia e esforgos tém sido despendidos
para o avango desta adrea (ROSENKRANZ, JURKIEWICZ & CORRADC, 1880;
ROSENKRANZ & JURKIEWICZ, 1887*3.

*ROGENKRANZ & JURKIEWICZ, 1887. Comunicasg8o verbal. "Qualidade de
animais de laboratério: zsituvacdo internacional e brasileira”.
Palaestra apresentada no debate “HEstratégis Politica para o
Degenvolvimento de Ciéneia & Tecnologia em Relacio & Qualidade de

Animaiz de Laboratério” . CPCT/CNPqg. Brasilia, 18987.
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Fatores genégicoas, sanitéarios, ambientais, nutricionais
podem afetar a gualidade do animal influenciando os resultados
experimentais. A fim de obter resultados vialidosz & necessario
monitorar adeguadamente estas variaveis.

Neate estudo a atengfc serd concentrada sobre uma'
variidvel: a dieta, Qualguer dietsa utilizgada interferirid nos dados
obitidos pois os constituintes dietérics influenciam numerosces
processos bioaguimicos e Fisioldgicos (KHAPEKA, 1887; RAOQ, 1887). A
dieta deve fornecer todos os nutrientes essencials nas proporcdes
corretas e o8 contaminantes devem ser levados a um minimo para
gque sgejam assegurades resgultados fidedignos. O controle de
qualidade scobre a dieta & de primordial importéncia considerando-
se o ponte de wista nutricional e também o higiénicow-sanitério
{COATES , 1987).

Muitos dos produtos empregados na compogicio da racio
580 bons substratos para o crescimento microbiclidgico. E evidente
que animalis experimentals n¥o podem ser afetados por alimentagdo
contaminada por microorganismos patogdnicos ou suas toxinas: a
contaminagio de dietas poderia causar doengas que invalidariam os
regultados experimentais (NEWBERNE & FOX., 1880).

3 gqualidade das dietas oferecidas aos roedores esti
relaclionada com as condigfes de manipulagdo a que s8c submetidas
& com 08 tipos de nicroorganismos presentes. Nisc hd método
prescrito para aasaguraf a esterilidade de ingredientes e dietas
cu excluir a possibilidade de contaminagso durante a manufatura,
sendc necessirio o controle microbioldgico da ragio, acentuando-
ae gsua imporitdncia no caso de animais oriadeos em condigBes

assépticas, ou seja, “Specific Pathogen Free” (5PF) (KNAPKA,
2



SMITH & JUDGE, 1874; NEWBERNE & FOX, 18803..

Portanto, pesquisas gue visam garantir a gualidade
nutricional e microbicldgica das dietas dos animais  de
laboratdpin tém relevincia porgue objetivam a criacfo de animals
Fesunda normnas Iinternacionais, para as mais diversas linhas de
pesquisa.

O presente Itrabalho fol conduzide com o objetivo de
avaliar a quallidade nutricional e microbioldgica de rasio de
ingredientes naturais autoclavavel aferecida  aos ratos &
camundongos do CEMIB (Centrs Multi-Institucional de Bioterismo}
da UNICAMP, comparando-a com o desempeniic nubtricional obtido por
dieta gemi-purificada. Como decorréncis do sstudo se contribuse
com resultados experimentals e com sugestbes pars sistematizar a
avaliacio nutricicnal dos reedores dos centros de bioterismo

brasileiros.



z. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Z2.1 Animais de laboratdrio

2.1.1 Histdrico

Atrav€s ga histéria, os animais tém contribuido com a
evelugclo das cidnciss biclégicas (BLEBY, 1887; HELD, 1987:
ROTHSCHILD, 18803,

Gradualmente 58 estabeleceran | cinco espécies
convencionais de laboratério: camundongoe, hamster, rato, cobaia e
coelho (ROTHSCHILD., 1890). © rato ocupa posigdo dominante,
resultante de grandes vantagens na sua utilizacss relacicnadas a
sua fecundidade, ac seu tamanho, 23 sua resisténecis e ac s=meu
custo, compensando possiveis desvantagens e garantindo o© seu
continue uso na pesquisa de nutricdc (WADDELL & DESAI, 1881).

O Instituto Wistar da Filadélfia, formalmente aberto em
1884, é o mais antigo instituto de pesguisa independente dos
Eatados Unidos e forneceu os fundamentos para o estabelecimento
do rate como animal de laboratorie (LINDEEY, 1879). A colfinia de
ratos Wistar serviu como teste inicial para desenvolvimento de
Baiolas e equipamentos adicionais, dietas, préticas de criagdo e
instalagdes para ratosg. O instituto se responsabilizou pelo
fornecimentc a ocutros laboratérios até 1880, quando todo= os
estoques de criaclio e direitos para rerpetuagido foram vendidos
para uma firma comercial.

A linhagem Wistar foi disseminada ror todo o mundo,
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contribuindo Heneticamente para uma grands Proporgia das

linhagens estabelecidas de ratos. Qutra linhagem, a Spragus-
Bawley, também muito disseminada, fol estabelecidsn por H. W.
Dawley, ao redor de 1925, em Wisconsin, utilizande f8meas de
provavel descend8ncia Wistar & um macho hibrido de origem
desconhecida. Dawley estabeleceu uma firma comercial conhecids
ComG "Sprague-Dawley Inc.™, dedicada exclusivamente a0
aperfeicoamento e venda desses ratos, a qual continua atualmente
200 @ nome de ARE/Sprague-Dawley.

0 desenvolvimento da "Cifncia do Animal de Laboratdrio”
deu-se apés a Segunda Guerra Mundial, gquande foi reconhecida a
necessidade de animeis geneticamente definidos e livres de
doencas (BLERY, 1887), sendo fruto do trabalho de diversas

organizagdes. das quals permanecem relevantes (LINDSEY, 1978 :

- ILAR {Instituke of Laboratory Animal Resources), estabelecido
em 1852, nos Eatados Unidos, pela Divisao de Bioclogia e
Agricultura do NRC-NAS {National Hessarch Council~National

Academy of Sciences).,

— Repositdrio de Roedores do NIH [National Institute of Health),
criado na década de 40, em Beihesda, repregentando uma colegfio de
linhagens o estoques de roedores e lagomorfos com caracteristicaa
gendticas conhecidas. Foi designado pela Organizacio Mundial de
sSaude {(OMS) como Centro de Colaboragdic para Animais Selecionados

de Laboratsrio.

A produgic de animais para fins experimentais & uma

rarte dispendiosa das pesquisas bioldgicas, havendo uma tendéncia
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creseente para st USC de animais definidos gendtica,
microbioldgica, parasite, nutricional e ambientalmente, o que
exige & presenga de pessoal técnico, construgdes, materiais e
té&ocnicas adeguados {CLOUGH & GAMBLE, 1878; COHEN & RINGLER,
18873, Nos Gltimes 30 anos, estes aspectos tém proporcionadeo a
mudangs de todo o sistema de produgéo'e cuidado dos animais de

laboratorio (BEALL, TORNING & RUNKLE, 18971; MENENDEZ, 1385;
DILLEHAY, LEHNER & HUEREAMP, 1880).

2.1.2 Situacio internacional e brasileira

¢ desenvolvimento da "Cidneia do Animal de Laboraﬁério“
& rafletido pela existéncia internacional de laboratdrics
sdequados de monitoragdo genética, microbioldgica ¢ nutricional,
bancos de embrides qgue permitem disponibilidade de modelos com
naracteristicas genéticas e sanitérias bem definidas ¢ utilizacgio
da tecnologias adegquadas associadas aes animails de laboratdric,
envolvendo o btreinamento especializado de profissionsis nos mails
diverscs niveis (BLEBY, 1887:; COHEN & RINGLER, 19875, Az novmas
étican Lém merecido deétaquelnas comunidades clentificas que tém
se preocupado em fornecer ac0s animais experimentais a garantia de
bem-estar, bem como a defesa contra crueldades desnecessédrias
{FLOWERGS, 1887; RIDDELL & BALLG, 1887; ROWSELL, 1887).

Nos paiges em desenvolvimento, verifica-se um atraso de
décadas no desenveolvimento da cifncila de animais de laboratdrio.
fato refletido, principalmente, na falta de laboratdrios de
supcrte e referéncia (GAMERMAN et aglii, 1985; ROSENERAWZ &

JURETEWICZ, 1887, idem rodapé p. 1). O Brasil recentemente tem
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recophecido esta defici8p.i, eaforgos tém =ido gastos no

sentide de um avangn nesta drea.

Em 1877, com financiamento do Conselho Naclonal de
Desenvolvimento Clentifico e Tecnoldgico {CNPg), inicicu-se um
trabalho piconeiroc de conhecimento dos biotérios brasileires, com
a finalldade de awvaliar a gualidade e gquantidade de animais
disponiveis para o projeto integrado de farmacologia e quimica
de produtos naturais, bem como pars verificar a situagdo dos
animals experimentails brasileiros em relapgio a03 padrdes
internacionals {ROSENERANZ et alii, 1880). Concluiu-se gque os
animaizs existentes no Brasil aram, praticamente em  sua
totalidade, c¢riades em ambientes inadequados, geneticamente

indefinidos e viviam en condicdes que favoreciam O

desenvolvimento de doencas coydnicas e agudas, tanto bacterianas
coma  virdticas, bem como moléstlias causadas por parasitas
internos e externcs.

Em 1981, a Fundagdo de Amparo A Fesguisa do Bstado de
S80 FPaulo (FAPEGF) e a8 Secretarias da Clénecia e Tecnologia do
Estado de Sdo Paulo ‘nemearsm um  comité para investigsr oS
biotériocs do estado. Apontadas as deficiéneias, foram
estabelecidos alvos. Em 1884, a fim de atingir estes alvos, foi
implantade o projeto CEMIB  (Centro Multi-Institucional de
Bioterismo), tomandoc parte do projeto o Biotério Central da
Fgcola Paulista de Medicina (B30  Paulo), Biotério para
Camundongos  Isogénicos do  Departamento de  Imunclogia  da
niversidade de 2380 FPaule, USSP (88c Paulo) & o Blotério Central
da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP {(Campinas}. O

projeto visa colocar & digponibilidade da comunidade oientifica
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diversas linhagens de ratos e camundongos, criades atrds de
barreiras e definidos gendtica e sanitariamente, além do
desenvolvimento de laboratérios de controle sanitério e genético,
pancos de embrifes, criagio de animais gonotobldtlicos em
izcladeres & treinamento de pessoal para o desenvolvimento das
atividades.

Fm 1988, o CEMIB, apciado pela FESBE (Federagloc das
Saciedades de Biologia Experimental) e pelo ICLAS {International
Council for Laboratory Animal Science), realizou um Encontro
Cientifica em Aguas de Lindéia (SP), com participacic de
representantes de diversos paises, visando ¢ eastudo de gqueaties
importantes na cilncia do animal de laboratério (ROTHSCHILD,
ROSENKRANZ & MOURA DUARTE, 1887).

Em 1980, com o apoio de diversas institulg@es, foi
realizade em Caxambu (MG) o Primeiro Congresso Mundial nha Cifncia
do Animal de Laboratério {(First World Congress on Laboratory
Animal Science), Jjuntamente com o Segundo Congresso Brasileiro de

Animais de Laboratdrio.

2.1.3 Qualidade dos animais de laboratdrio

03 animais de laboratdric podem ser classificados de

scordo seu nfvel de definigdou genética em (FEBTING, 18873

alAnimais isog8nicos (inbred):- 8&0 aqueles que apresentam &lto
coeficiente de consanglinidade, exibindo variagdo genética minima
resnltante de cruzamentos entrs  irm8os por pelo menos wvinte

geragdes consecutivas.



Estes animails fornecem resultados que apresentam pouca
variabilidade e alta reprodutibilidade, reduzindoc sobremaneira o
consumo de animais na obtengXio de resultades confiaveis.

Tém sido extensivaments usados em encologia,
toxicologla, guimioterapia, no estudo das influéncias
alimsntares, agdo cancerigena, em farmacologia e no estudo de

algumas doengas hereditérias do homem.

b) Animals hetercgenéticos {outbred):- sBo agueles cbtidos por um
sistema de acasalamentos programados de tal maneira gue os
cruzamentos consengiiinecs =s8c evitados, a fim de garantir o
roelimorfismo genético na populagdo.

Estes animais s#c Gteis em experimentos relacionados a
radiagfes, indugBo gquimica, mutagénese e estudo teratogénicos,

rois apresentam mortalidade embrionfris muito baixa.

o) Animais com mutacdes hereditdrias:- s8¢ animais gue apresentan
rutagbes espontidneas, ag gquais, em ocertas ocasiBes, podem
manifestar cerbtas anomaliss, sende utilizaedos como modelos

experimentals adeguados no estudo de certas enfermidades.

Existem certas categorias genéticas de sub-linhagens,
tals como coisogénicas, congénicas e recombinantes, com
interesses especificos na manivula¢ioc genédtica.

Dentro do desenvolvimento de téenicas para melhoramento
da gqualidade genética destaca-se ¢ congelamento de enmbrifes, o
gual permite o armazenamento de embrides de mamifercs, por tempos
prolongados. & baixas temperaturas (-1882 )., Desde o final da

decada passada, véarics laboratdries do mundoe t8m  congelado
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8mbri5&E de ratos, coelhos, carneiros, cabras, com sucesso
(WHITTINGHAN, 1974), provendo proteglc contra possiveis rerdas de
linhagens de animais.

0 uso crescente de animals sanitariamente definidos ten
degenvolvido o conceito de “barreira”, gque indica qualguer grupo
de arranjo fisico, procedimentos e rotinas estabelecidos em
reilagdo & umsa instalagfio animal com o objetive de minimizar =&
probabilidade de conbtaminacdo dos  animals com  organiomos
indesedéveis. 0 termo pode também ser usado para os sistemas
desenvolvidos com o propdsito de evitar a safds de organismos de
dreas ou animaig infectados.

A sofisticagio e +tipo de barreira a ser ussda
dependerio do nivel sanitario que aé deseja dar ao animal e por
quantc tempo € necessidrio manté-lo neste nivel.

Certos termos técnicos tém sido usados para a
classificacio dos animais de laborstéric de acords com seu nivel
higiénico-sanitéric, isto é, na dependéncia do conhecimento das
formas de vida a eles assccliadas (FOSTER, 1880; MENENDEZ, 1985:
ROTHSCHILD, 1880):

a} Ceonvencionais:~ s#o animais mantidos em condigBes ambientais

normais, n#c protegidos ror barreira sanitéaria, possuindo flora

indefinida.
b} Germ—-free (Axfnicos)i:- s8c animals livres de todas as formas
agsociadas de wida, incluindo bactérias, virus, fungos,

protozeérics € outros sapréfitas ou formas parasgitarias. Sio
oobtideos a partir de animais convencionals, através de cirurgias

cesarianas em condicSes estéreis.
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e} Gﬁﬂtﬁbiﬁticos:ﬂ 280 animais qus abrigam uma ou mais espdcies
associadas conhecidas de vida, sendo protegidos por barreiras
sanitariss de extrema eficidncia. S3o obtidos a partir de animais

axénicos.

d} SPF (Specific Pathogen Free):- ado animals gque adgquirem vida
assoclada sempre controlada, protegidos por varreiras sanitarias,
Bem abrigar microorganismos capazes de lhes induzir doengas. S8o
obtidos Bor cirurgia cesariana am ambiente axénico &

poateriormente asecciados com uma flora microhiasna definida.

2.1.4 NutricZo dos animais de laboratério

Hutrigfo adequada envolve a formulacio de dietas que
contenham aproximadamente 50 natrientes essenciais nas proporefes
corratas, contendo proteins, carboidratos, vitaminas, minsrais,
égua,e manugelioc adequado de fatores relacionados com a ingesta =
gqualidade da dieta: palatabilidade, natureza fiaica,
procedimentos de preparo e estocagen, qualidade microbiclégica,
tipo de dieta, biodisponibilidade dos nutrientes e pressnca de
contaminantes (COATES, 1978; GHIRINGHELLI & LOPEZ 1987; KNAPKA,
19873, Aseim, o termo “"adequagdo nutricicnal” deve indicar uma
Taixa de ingesta de nutrientes entre o minimo = o gxcessivo, com
a obgervacio de aque dietas rara animais de laboratdric devem
contear nutrientes em guantidades Proximas &s pequeridas, pois os
nesmos nde tém a opedo de consumir alimentos suplementares,
guando alimentados com dietas deficientes, oy de s=a gxerclihtarem

neg ambientes restpitos em gua =4o mantidos, aquande emn Dresenga
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de eXCess08 de nutrientes, resultando em obhesidade {KNADPEA,

1887),

Vérins critérios podem ser usados na verificacio =
determinacdo da adequacdc distaria dos varios nutrientes e o
requerimento para um dado nutriente pode variar com o critério
utilizado. BS80 muito utilizados os critérios de crescimento o
desempenho reprodutivo. Qutros critérios tém sido dezenvolvidos
incluindo: contefido do nutriente nos tecidos, contetdo  do
nutriente no sangue e na urina, atividade de enzimas relacionadas
ao nutriente. balango do nutriente, alteracSes hicguimicas
egpecificas para o¢© nutriente, contetdo de proteina e Aacido
nucléico dos tecidos e padrdes de comportamento (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1878).

Cite-se também gue modelos matemdticos +t8m  sido
desenvolvidos para determinag8c dos requerimentos nutriciocnais,
nos quais as regpostas fisicldgicas de organismos wviveos siHo
descritas graficamente como wuma funcdc de um dado nutriente em
uma  concentragdo dietdria especifica (MERCER et alif, 1984;
MERCER, MAY & DODDS, 18893.

Os prucediﬁentos ~ experimentais e a8 condigSes
ambientais podem alterar o8 reguerimentos para um ou mais
nutrientes. O impedimento da coprofagia e/0u a manutencio dos
animais em ambientes “germ-free’, pgnotobidtico ou SPF, onde os
tipos e nimeros de micreorganismos intestinais s8o minimos,
rodem ter profundo efeito na concentracfo distaria regquerida de

varios nutrientes. Além disso, o crescente uso de animais SPF,

[+
h

gnotabldticos e "germ—free’ reguer gus  nivelzs maicres

nutrientes sejam necessirics nas dietas, a fim de compensar a



rerda dos mesmos durante o tratamento das dietas, isto £, durante
gatocagen, pasteurizacio, esterilizacgdo, peletizagcido = oubtros
rrocessanentas. Outro fator gque dificulta ¢ estabelecimento dos
reguerimentos nutricionais € o grande mimerce Jde  linhagens
disponiveis, as quaia diferem nas taxas de oresciments, nos
requerimentos para crescimento, reprodugic e manutencio e nas
regpostag a deficilncias nutricionais. As tabelas 1 =2 2 (p. 53}
apregentam o8 resumos dag  amplitudes dos  pesos médicos de
iinhagens de camundongos 2 ratos, respectivamente, demonstrando a
variabilidade existente entre as diferentes linhagens.

O3 requerimentos para ratos e camundongos segundoe o NRC
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878} se encontram sumarizados nas
tabelaa 3 & 4 {(p. 70 e 71}. Na maicria dos cases, um dYnico
requerinento para cada nutriente foi estabelecido, considerado
adeqguads para todos os estégios do cicleo da wvida. O NRC Ja
designou o comité que atualizard os regquerimentos. A revisdo dos

manuscritos = a publicacfo sstio previstas para 1303*.

2.31.4.1 Componentes energéticos

A esnergia distéria & suprida principalmente par
carhoidratos & gorduras e secundariamente pelas porgldes nido
nitrogenadas dog aminoanidos ndn utilizadaz para sintese

pratéica.

*Comunicacic transmitida a partir do HIH (Mational Instiftuts of
Healthl através de J.J. EKnapka, membro do Comitd de Nutricis

Animal do NEC {(National Research Council}, em 0Z/08/190Z2.
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U reguerimento didric de energlia parsa manutencis o

i

ratos adultos & de aproximacamente 110 koal de energis digesrive

)

por kgP-7%, pcerca de 50% superior a taxa metabdlica basal,
rapresentando a soma de necessidades para a produgic de calor
vasal, atividades fisicas, alteragles na temperatura ambiente =
para as neceggidedes asscociadas com ¢ consume e utilizagio da
enargia alimentar.

Grandes quantidades de energia =éo necessadrias dursante
a sinteze de novos tecidos. Animais em crescimento devem consumir
slimento suficiente para fornecer cerca de quatre vezes a energia
de seu metabolisme basal, cerca de 280 kcal Mwug@-78, 0
regquerimento durante a gestacic pode ser de 10-30% maior do que
em ratas fBmeas adultas em sstado de n3o gegtag3io (121 a 143
kcal Wxgf-78), e =& restri¢§a- calérica durante este periodé
decresce 0 tamanhce e a viabilidade dos recém-nascidos e rode
induzir a reabsorefo intrauterina do feto. Ratas em lactacio
consomen duas a4 quatro vezes a energia gque consumiriam guando ndo
lactantes (220 a 440 kecal/Wkg®:75) requerende uma dieta de alta
gualidade em guantidades irrestritas {(CLARKE ef alii, 1877;
NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878; ROGERS, 1973).

Estudos tém demonstrado que camundongos  consomen  a
meédia de 3,5 g de dieta por dia durante 14 dias pds—desmame. A
ingesta de energia expressa como quilocaloria baseada nos valores
de energla metabolizivel de uma variedade de dietas gue
produziram taxas de crescimento adeguadas foi de cerca de 14,5
keal por dia (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 18978)3.

Em relagdc aoc requerimento dietario de energia, o HEC

recomenda & concentragio de 3.800 gquilocalorias de eNergisa
14
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requerimentos energéticos. Assim, a ingesta guantitativa de uma
diets altamente energética serd provavelmente menor do gue adguels

de uma dieta com baixo contseldo de energia {CLAREE et alii, 1877:

NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878; COATES, 1887).
~ Carboidratos

Hag dietas de ingredientes naturais, os carboidratos

estlo presentes gquaze exclusivemente na forma de carboidratos
complie¥os; nas dietas purificadas pode ocorrer uma combinacio de
amidos {carboidratos aompiexosj & carboidratos simples (sacarose
e glucoss) (RAG, 1887).

Embora nio exiagtam reguerimentos guantitatives
eztabalecidos para 08 carboldratos, a glucose ocu seus precurscres
devem ser incluidos nas dietas dos animais de laboratdrio. Varios
satudos tém demonstrade gque dietas livres de carboidratos
Drovoceam incapacidade de manutengio do DeEsSo corparal,
hipoglicemia, hiperinsulinemia e aumento da concentracic de
lipidios corporais; ¢ acréscimo de proteina dietéria alivia os
problemas metabdlicos induzidos por dietas livres de carboidratos
¢ com altos teores de lipidios (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878).

Em dietas axperimentsia, quando ot ratos a8X0
alimentadeos com dietas deficientes em proteinas ou vitaminas
hidrossocliveis, o= carboidratos insoltveis (amides ou dextrinas)

promovem maior crescimento do gque o085 carboidrateos soliveis
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{sacarose  ou glucese ), gevide an aumente dag  bacigérias
intestinais e também pele asumentos da sintesze de vitaminas
disponiveis diretamente pela absorgio ou coprofagia. Muitas
fontes de carboidratos podem ser utilizadas, incluindo glucose,
sacarose, maltose, frutose & amidos de trigo, milhe, arroz =
mandioca. Altos niveis de lactose, galactose ocu xilose resultan
em balixe crescimento e formaglc de catarata. O amido de batata
apresenta bhaixa disponibilidade, provavelments devida i
registéncia do seu grénulc Aas enzimas digestivas (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1878; ROGERS, 1879).

Dietas consideradas adequadas para ratog e camundongos
contén aproximadamente 80% de carboidratos em suas formulsodes
{(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1872, 1878).

Az fibras, spesar de n8o apresentarem valor nutricional
proprio, exercem profundos efeitos na nutricic dos animais
consumindo dietas que as contenham. BSofrem degradacio parcial
principalmente no intestine grosso, pela agdoco de microorganismos
fermentadores com a produgio de édcides graxos voldteism, 4dcido
lactice & outros &clidos orglnicos, didéxido de carbono, m&téna =
hidrogénio. Apresentam proprisdades de absorcBo de égﬁa )
intumescimento, aumentande ¢ volume intestinal e a taxa de
rassagen da digesta através do trate gastrointestinal. Além
disse, tém fortee propriedades de troca de cdtions e podem ligar
cations nutricionalmente importantes como zincoe, célcio e ferro e
putros de significiéncia toxicoldgica come cédmic =  chumbo
{COATES, 1976; EGQGUM et alii, 18B2Z; SGARBIERI, 1887).

U contetdo méximo de fibra compstivel com crescimento

miximo ou normal depende da natureza do material fibroso, desds
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que podem  ocorrer efsitos  scbre palatabilidads, digesti,

lactagBo, biossintese microbiana intestinal e ingesta de outres
nutrientes. Nio hé requerimentc estabelecido para fibra em dietas
de ratos e camundongos, mas geralments hd a inclusico de cerca de
¥, a gual & aproximadamente a quantidade em dietasz formuladas

com ingredientes naturais {(ENAPEKA, SMITH & JUDGE, 1974; AMERICAN
INSTITUTE OF NUTRITION, 1877).

- Lipf&ias

0s lipidios representam uma fonte significante de
energia, apresentando elevado potencial caldrico, com uma energia
metabolizavel de cerca de © kecal/g, contra 4 keal/g dos
ecarboidratos, embora estes constitusm a maleor fonte de energia na
maioria das dietas para animais de laboratdric.

Os lipidios dietdricos sBoc requeridos como fontes dos
&cidos graxes essenclails necessfrics para sintese dos lipidios
dos tecidos e membranas celulares, além de serem regueridos para
absoreio e utilizagBoc normal das vitaminas Ilipossoldvels. A
sazsencialidade de  Goide linolénico para mamiferos mnde esta
totalmente esclarecida; ratos alimentados com acldeo lineléico
come tnica fonte de Acidos graxos essenciais por duas geragfes
apresentaram crescimento, reproduglic e lactag8o adeguados {GURR,
19888).

As dietas comercialmente formuladas contédm lipidios
naturais que ocorrem come constituintes de sementes e de produtos
de oprigem animal, principalmente na forma de lipidios neutros,
isto &, ésteres de glicercl e Aacidos graxoes, podendo ser também

deliberadamente adicionados. A adigBo nas distas semi-sintéticas
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£ recomendada (CLARKE et alii, 1877). A adigds de antioxidantec
para evitar deterioracic dos ¢leos durante a egtocagem ou apés
mistura ns diets & prétice comum entre os fabricantes (COATES,
1878).

0 tipo & nivel de gordura podem influenciar o
comportamento de sslegBo de dietas em animais. MHULLEN & MARTIN
{1980) estudaram og efeitos da gordura bovina (saturada) e 4o
dlen de milho (insaturade) na preferéncia de ratos por
carboidratos e protefnas e encontraram gue ratos alimentados conm
dgietas oom altos teores de gordursa bovina ingeriram
posteriormente mais protefna como porcentagem da  ingests
energética total. Uz efeitos mnéle foram etribuidos ao grau de
insaturacdc dos lipidios, Jjé gue os resultades obtidos com dleo
de ooco {(saturadeo) foram semelhantes aps do 6lso de milho
{insaturado), sugerindo gue diferengas na composigfo gquimics das
g‘cr&{iras dietérias podem contribuir para seus efeitos sobre a
preferéneis dietéria, influenciando diferencislmente & composigdo
das membranas e funedes gcelulares. Quando esgstas alteraebes
poorrem no  cérebro em Aress envolvidas no oomportamento de
agcolha dietéria, respostas comportamentelis podem ser
influenciadas (MULLEN & MARTIN, 1890}.

As evidéncias para o estabelecimento da concentragio
dietéria 6tima de lipidics n8o sB&c conclusivas, com dados
hastante contraditédrios. Dietas para ratos gerslmente contém 5 a
15% de lipidiocs. Contude., um nivel minimo de 5BX tem sido
recomendado; este valor propicia ampla inclusio de dcidos graxos
egpenciais na dieta, atingindo as n&cesaidad.ea para todas as

stividades fisiocldgicas. Pars camundongoes, ndc hé requerimento
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estabelecideo e Jdietas adeguadas pars estes animais contéy, CEYOE

de b¥% ce lipidios {NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878;.

Os reguerimentos DARYA a&oidos ETaxNos esgenciais
geralmente 880 expresscs em termeos do &oido lineléico, com &
maior atividade bioldgice atribuida ao isbmerc cis-cis. O
requerimsnto dietéric ds ratos & de 1,3% das calorias ou 0,8% de
dcido linoléico por 100 gramas de dieta, e 0,5% das calorias ou
0,22% de acido linoléico por 100 gramss de dieta para machos e
feémeas, respecitivamente. Dietas adeguadas para crescimento sio
adeguadas para reprodughBo. Durante & lactagic, hd aumento no
reguerimento das fémeas para 0.3%. Dietas com altos teores de
gorduras sabturadas (>5%), de &cido oléico ou de colesterol
aumentam ¢ reguerimento dietéric de acideo linoléico (ROGERD,
19793},

0= camundongos reguerem uma fonte dietéria de &dcido
linc:iéicc e/on  araguiddnico; nfc ha estudos especificos na
determinagic dos requerimento para camundongos, adotando-se a
concentbragio de 0,3% de acide linoléico, baseada no reguerimento
de ratos (HATIONAL REZEARCH COUNCIL, 1878},

Os sinales de deficiénecia para ratos e camundongos estio

desoritos pelo NATIONAL RESEARCH COURCIL (1878).

2.1.4.2 Proteinas

A escolha eadeguada do conteldo protéico da dieta €& de
particular importlncia, a fim de que © animal satisfega seus
requerimentos de aminecdcidos e alcance seu  potencial de

crescimente e  reprodugdo, e ac mesme Lempo nio empregue 03
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aminodoidos sob a forma antiscon®mica de energis distéria.

A taxa de energia para proteins deve ser tal gue, um
animal, ao satisfazer sua demanda energética, o alimento ingerido
deveria conter a guantidade de proteina requeridsa para uma dada
fungdo (GHIRINGHELLI & LOPEZ, 1887).

O HKRC recomenda para ratos em corescimento niveis
protéicos de 13,68% da dieta, se a caseina for a proteina
dietaria, e 1B-25%, se ingredientes n#o purificados forsm
utilizados. Estes nfveis devem ser formulados com uma densidade
energética de J.BO0 kocal/kg de energia digerivel. Assim, os
niveis protéicos equivalem a 15% da energis metabolizdvel total,
para dietas de caseina (13,6% de proteinaj), e 18-28% da ensrgia
metabollizével, para dietas de ingredisntes naturais. Para ratos
em condigdc de manutengfc, niveis de 4,8% e 7% s8o recomendados
para caseina e ingredientes n8o purificados, respectivamente.
Estes niveis aguivalem a aproximadamente 0% da anergla
metabolizdvel toital, para distas de caseina, e 7%, para dietas de
ingredientes naturais. Para camundongos, 0s  reguerimentos
sstabelecidos s8o de 12.5% para crescimente e 15,0 para
reprodugdo, corvespondendo s 13% e 2Z0%, respeciivamente, da
energia metabolizével total (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 189783.

Cerca de vinte aminoécideos glo encontradeos nas
proteinas da maloria dos animais. Para os ratos, allo dez o8
amincécidos dieteticvamente Iindispensaveis: isoleucinas, leucina,
lisina, fenilslanina, metionina, treonina, triptofano, wvalina,
histidinas e arginina {TAGLE, 18U81). Aminoécidos sasenciais para a
rutricic de pamundongos incluem histidinae, isoleucina, lesucina,

ligina, metionina. fenilalanina, treonina, tripbefance e wvalina,
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enguante gue & arginina paregce Ser sintetizads por espes  animals

{s}OHN & EELL, 1978) - Com rafer{éncia a ayginina e ratos, &

reguisicio de arginina parece 56 restringir acs Jjovens, nfo sendo
requerida para ratos adultos {(ROGERS, 1878). A tirosina e
cisteina devem ser supridos pela diets guaﬂﬁo for baixe o aporte
dos  aminoécidos indispensévels ans guais estdo ligados
guimicamente.

4 escolha de proteinas para as dietas animais deve ser
determinads pelo exame culdadoso da composiclo, Thalango,
digestibilidade e biodisponibilidade d&e seus aminoacidos, Ra
pratica, hé poucas proteinas gue oferecem uma composiglo ideal de
smincacidos e geralmente se utiliza ume misture de fontes
protéicas, de tal modo gue &as d&ficiéncias de determinadas fontes
seijam compensadas pelos excessos de outras (MITCHELL, 18Z4;
COATES, 1976:; CLARKE et alii, 1877).

| Os cereais sfo deficientes em lisina, e este aminodcido
sparece como O primeiro iimitante, sendo seguido pela treonina.
HEGER & FEYDRYCH (1986) no estude de dietas baseadas em trigo e
cevada estimaram 2 segufncis na gqual o= aminoécidos tornam-se
1imitantes nestes cereais: lisina e treonina foram considerados
O ymimeiro e segundo samincscidos limitantes, respectivanente,
sando peguldos pelos sulfurados {metionina e cimtina),
isolevecina, velins e finalmente pela leucina e aminocécidos
arométicos. Estes aulores sonfirmaram gque & utilizacdo da
proteina de cereals pode ser coneideravelmente melhorada pela
adiciio dos amincécides limitantes; asontudc, mesmo o8 suplementos
stimos deases aminodcidos ndo elevaram & gualidade da proteina ao

nivel aas proteinas snimeis ade alts gualidade cOomo se
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lactalbuminas. Dietas baseadas inteiramente em cereals siho
inadeguadas para crescimentce e reprodugdco da maioria das espécies
{COATES, 19783.

As proteinas das legumincsas s8o geralmente deficlentes
em aminofcidos sulfurades. & metionina, por ser nutricionalmente
essencial para © organismo animal, & considerada o aminodcido
limitante do wvalor biolégico dessas proteinas. A cisteina @
zintetizada s partir da metionina e pode acentuar a limitagadQ da
metionina. Essas proteijgs geralmente apresentam concentracio
alevada de lisina, sendo consideradas de grande valor na
complementagio dae proteinas de cereais, que de um modo geral séo
pobres em lisina, conforme Jj& descrite no pardgrafo anterior
{3OUZA & DUTRA DE QLIVEIRA, 1969; HEVANS & BAUER, 1978; SGARBIERI,
1980 SGARBIERI & GARRUTI, 1886}.

A ingestfc de dietas com gquantidades desproporcionadas
de aﬁxinoﬁmidos, isto &, dietas com desbalangos de aminocacidos,
causa alteragcBes nas respostas fisioldgicas dos animais. KNa
toxicidade ou deficiéneis de aminodcidos, a severidade depende
n#%c apenas do nivel mas também do tipo do aminodcido em déficit
Ou &I eXCesso.

& metionina & provavelmente o aminocdcido mais toxico
dos. essenciais para a -sintese protélca e a-ingestdoc em excesso
desse amincacido (2 a 3% da dieta) & caracterizadsa no rato por
supress3o marcada na ingesta alimentar voluntéria e retardo no
oreacimento e efeitos nos tecidos de danos A membrana dos
eritrécitos, aumento do figado e degeneracfo da aorta, propondo-
se gue produtoe intermediférios do catabolismo da metionina podem

eatar envolvidos na origem desses efeitos, gquando se ligam ag
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proteinas dss membranas ou por inibigdc de enrimas sensivelis das

th

mesmas (FINEELSTEIN & BENEVENGA, 18B&; FAU, PERET & HADJIIBEY,
18883 . STRAIN & LYNCH (18380) sugerem que slguns efeltos sejam
devidos & alteragBc do nivel de cobre ou  inibigado do  seu
metebolismo e de enzimas cobre-dependentes, pois a suplementacio
do aminodcido (2% da dieta} provocou diminuicBc nos nivels de
cobre e da atividade de vériss enzimas que contém cobre.

PENG {1878) estudoun a aseveridade relativa de
desbalancos de aminofcidos pela comparacdo da extens8o de
depressdc na  ingesta slimentar e crescimento de ratog: zeus
resultados indicaram gue © desbalance de metionina fol o mais
severo. ssguido em ordem decrescente por iscleucina, triptofanc,
leucina € valina, histidina, fenilalaninae, treonina, lisina e
argining.

Sebe-ge também gue os amincacidos exercem fungdc no
controle da ingests alimentar e gue O eXCessc Ou deficiéneis
causam diminuicBo na ingeste. A ingestio de dietas desbalanceadas
results em alteracles nas concentracdes de aminodceidos do plasma
e do cérebro, conduzindo a ajustes na ingesta, onde o eérebro
parece ter fungdo primordisl, peois pudangas nas concentracghes
cerebrais de emineoacidos induzidas oY slteractes nas
concentracies plesmiticas estéo envolvides no controle da ingests
alimentar. A depressio da ingesta enm reatos alimentados com dietas
exceasivam&nté altas em bproteinss & transitéria, devido &
pecorréncia de adaptagdes metabdlicas. Az depressfes de Iingesta
esaociadas com padrbes de aminodcidos dietdrios severamente
deshslanceados ogorrenm em curto tempo € sio severos e prolongados

e dificilmente recuperadveisp devido & diminuigio da ingesta.
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Entrevanto, em desbalanges pouco acentuados os animaie podem
gradualments se adaptar metabolicamente as dietas e sobreviverem,
& com ingestsa aumentada, podem crescer {(TACEMAN, TEWS & HARPER.
18803, Segundo esses subtores, apenas pequaﬁ&a diferengas na
ingesta alimentar 23c observadss em ratos consumindo dietas com
contetdo protéico de 15 a 40% e compoziglo amincacidica usual, ja
gue nessas condicBes o envolvimento de mudancas de amincacidos
cerebrais e plasmaticos no controle do comportamento alimentar é
secundéric ag controle por mecanismes gque conduzem &4 manutengdo
do balango energético.

CIESLAK & BENEVENGA (1884 a, b, c) estudaram o efeito
do excesso de aminodcidos sobre a utilizacic dos amincdcidos
limitantes limina & treonina e encontraram gue o efeito do
balance de aminodcido depende de gual aminodcido & mals limitante
g do nivel no gual ele é suprido. Ratos alimentades com dietas
deficientes em lisina n#c foram afetados pelo excessc de outros
aminocacidos; entretanto, o excesso de amincécidos Provocon  a
queda de crescimento de ratos alimentados com dietas contendo
rreonina & 75% dos recuerimentos NRC (NATICHAL REBEARCH COUNCIL,
19783, Hestes experimentos, as quedas de crescimento assocladas
ac excesso de aminodcidos foram devidas intsiramente &s mudangas
na ingests alimentar voluntaria.

Estudos realizados com frangos e ratos em orescimento
demonatraram que quando os amincécidos essenciais foram supridos
na dieta na taxa de 0,55 em relagdo aos amincécidos totals, os
animais apresentaram desempenho maximo {(MATSUNO ef aglii, 1878
BEDFORD & SUMMERS, 198%). De acordo com HARPER (1874), os ratos

nfc  alcancam seu potencial gendtico para crescimento se ©
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nitrogfrie da dieta Tfor suprido apenas por uma mistura 4=
aminocidcidos sssenciais. Uma comhinacio dos aminoécidos
dispenshveis deve ser provida na dieta em conjunto com OB
epsencials para assegurar uma taxa de crescimentc eguivalente a
de animais-controle consumindo ume dieta adeguada contende
protveine.

UEGER (1980} estudou o= efeitos de suplementos de
agparagina, prolina e dcido glutémico e de nivels excessivos €
reduzidos de amincécidos essenciais ne utilizacglo de dietas
haseadas emn anincdcidos casenciais. A adigBo de asparagina,
prolina e acido glutémico & & reducio dos nivels dietdrics de
arginine, lisina & metioninatciatinas provocaram um aumenio no
balango de nitrogénic e wvalor Dbiplogico, indicands gque a
utilizacdc 6time da proteina pode ser influenciada pela presengs
de alguns aminocé&cidos dispenséavels e pela guantidade extra de
algunz aminoécidos essencials.

Presume-8& gque BS respostas obtidas pela adigBo destes
amincbécidos dispensdveis sdo devidas & inabilidade do rato de
sintetizar as quantidades requeridas para o crescimento muito
répide. Contudo, Parece haver uma certa adeptacio & distas
deficientes em amincécidos dispensaveis apds um periodo de tempo,
com obtencdo de taxas de crescimento adeguadas {NATIONAL REEEARCH
COUNCIL, 1878}.

Portanto, © reguerimento diebtério para proteina envolve
o reguerimentc para amincacidos dispenséveis e aminodcides
indispensaveis (SELLIGSON & HMACKEY, 1984), sendo influenciado
pela condigao fisioldgica, pelo conteudo calérico da dieta e pels

composicio aminoacidica e digestibilidede da protelina.
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TURNER et alii (1887, no estudo para determinagic e
comparacio do nivel protéico neceazgario parsa iniciar e manter um
desempenho reprodutiveo satisfatdéric e maximizar < crescimento,
gncontraram que uma ingesta de B.8% de proteina de ovo integral
retardou a puberdade, mas atendeu as necessidades para as funcdes
reprodutivas posteriores, exceto noe peso médio da oris, enguanio
gue uma ingssta de 15,8% fol reguerida parsa méxime corescimento 4o
desmame até a reprodugdc, sugerinde gue o nivel protéico
recomendade pelo NRC para o rato Jovem € jneyficiente para
proporcionar o crescimento méximo. Por outro lade. © nivel
protéice para reproducio recomendsdo peloc NRC {(12%) pode ser
exrepsive 22 © atraso da puberdsds n3o estiver sendo considerado.

Deve-gse oconsiderar entretantc que o3 ratos podem se
adaptar 8 dietas deficientes em alguns amincdceidos essenciails:
dietas com a falta de um Unico amincdcide essencial promovem a
queda da wutilizacHdo protéica para 20-40% do wvalor obtlide com
dietas adequadas, exceto para treonina, isoleucina ou aminoacldos
sulfurados, ande a utilizagio € ocomplstamente prejudicada
{ ROGERS, 1979).

Para camundongos, os =studos i18m indicado grands
variagSc entre as linhagens na concentrsa¢fio necessaria  de
eroteina dietiaria. Muitas das celidnias mantidas pars
experimentagio e reprodugBc s80 alimentadas com dietas de
ingredientes naturais com concentragdes protéicas de 20-25%.
Hiveis protéicos satisfatdricos em véarias dietas comerciais,
institucionais & purificadas variam de 20-30% (NATIGNRL HESEARCH
COUNCIL, 18725,
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Encerrands, &85 deficiénoias distérias rrotéicas &R

intmeras e eatBo descritas no NATIONAL RESEARCH COUNCII {(1878).

7.3.4.3 Minerals

O0s minerais, em funcgs das guantidades presentes nos
tecidos e 2 das regueridas nas dietas, s8p  divididos em
macroelenentos € microslementos o elementos-LrACCE.

Os macroslementos acorrem ¢ 2m concentrages
relativamente altes em um QU mais tecidos e s3c regueridos nas
distas em concentracbes de 0,05 & 0,5%. B&o eles: cdlcio, cloro,
fasforn, DpOLASSLO, s6dio e enxoire. Do microelementos  ou
slementos—-tracos SAD elementos 4Que goorrem mais  ou  menos
constantemente em plantas @ animais em baixas concentracbes,
geralmente nas faiwas de 10-% a 1012 gramas DOr grama de tecidn
Amido e sio regueridos Dnas dietazs em concentragdes de 0,1~-400
mg/kg. S8o eles: ferro, cobre, cobalto, manganés, magnésio,
zinco, iodo, flvor, molibdé&nio, sel&nioc, eromo, silicio. Alguns
elementos-tragos =Bo regueridos em quantidades diminutas € ngu ha
necessidade  de adicioné~los  AS distas, pois ocorrem em
quantidedes suficientes nes macronutrientes, na &gua, oOuU COmMo
impurezas nos suplenentos minerais.

Oz niveis de minerals sletrilitos e estruturais s8o bem
controlados nes tecidos animais atraveés de mecanisnos
homeostaticos € variaches dietérias s&o toleradas em condiebes
normais dos rins e intesgtinos. Pars o8 micrpelenentos, © controle
nomecgtatico € menos efetivo {(CLARKE et alii, 1877).

Seréa apresentadoc  a seguir wum breve egtudc dos

27



ragquaerinentos minerais e vitamipicos de ratos e capundongos. O
eatudd & fundamentado nas recomendaces do NRO (NATICOHAL RESEARCE
COUNCIL, 1878} = guando necessdrio, atuvalizade através da

compoasisio da dieta AIN-Z0 {ENAPEA, 1880, idem rodapé p. B4},

- Caiaia g fdaforo

28 cerealis s5%0 pobres em cidlcic 2 o suprimento deste
elemento deve ger felito pela utilizagic de produtos de origem
animal, tails como: leite, farinha de carne e .farinha de ossos, ou
pela inclus8o de célcio extra na forma de farinha de calcéreo ou
fosfato de c¢dlcio, na formulagldc das dietas. O fdsforo £ mais
abundante nas praodutos vegetais, mas nests situsgdco ndo &
rapidamente absorvido pois a malor parte do elemento ss encontra
na forma de &cido fitico, indisponivel para o animal (COATES,
19783.

Estes minerais devem egtar pressntes em quantidades e
proporedbes adequadas nas dietas. Para s maior parte dog animais,
a taxas dietaria de calcio para fosforo encontra-se entre Z:l e
1:1. permitindo um metebolismo mineral normal {(COATES, 1878}.

s requerimentos dietarios para ratos em crescimento
naseados na maxima calcificacgio sB8o aproximadamente 5 e 4 g/kg de
dista para cAlcio e fosforo, respectivamente, com ume  taxa de
ecdleio para fosforo entre 1,0 e 1,5 recomendada durante o periodo
de crescimento répido.

Para a manutengio, os regquerimentos gBo relativamente
bailxos e nAo tém sido estabelscidos, mas ums taxa de 2:1 de
caleio para fosfore € superior A de 1:1 pars prevengsao da

osateoporose. Para oz estados de gestagdo e lactagdo, =stes
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elementos devem ser abundantemente supridcos nas dietas para
compensar a2 guantidades transferidas para o desenvolvimento dos
embribies e mecreclo do leite (COATES, 1876; ROGERS, 1878).

Para os camundongoes, © KRC recomenda niveis de 4 g/ kg
de dieta para calcic e fésfore, baseade no contetdo de dietas
adequades. Estes reguerimentos s8&o adeguados para cresgimento €
reproducdo. Vale notar qgue os camundongos sic menos sensivels do
gque o©o& ratos as geficiéncias, pois apresentam mecanismos
compensatdrios, provendo ums melhor utilizagio do cédlcio & um
crescimente reduzido do esgueleto. Assim, o© sinal de deficineisa

mais proeminente € & reducic do crescimentoc € néo a osLeoporose.

- 56dio

0 requerimento dietédric para ratos € de 0,5 g/kg de
dieta, sendo edeguado para crescimento e reproducdo. Pars
camundongos, empbora o elemento seija requerido, n#p hé dados
guantitativos. As concentragies ueadas em vérias foérmulas de
dietse @e situam na faixa de 5 a 10 g/kg de dieta. Distas com
niveie de sdédio de 3,6 e 4,9 g/kg de dieta, snalipadas sob o
ponto de vista Qe adegquap8o para crescimento e reprodugdo, foram
consideradas satisfatOriss (KNAPKA et alii, 1874). Deficiéncias
de ®B6d4io resultam em apetite reduzido, atraso no crescimento,

formagido Ossea anormal e deficiéneias na fertilidade.

- Potéssio
0 regquerimento dietério pars ratos & de 3.6 g/kg de
dieta, sendo suficiente para crescimente e reprodugio. Ha

sugestbes de sumento pars 5 g/kg de diets durante o periode de
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1a¢ta§§&’ embora eatudos dos efeitos do nivel de 3,68 g/kg de

dista sobre a lactagfo em ratos tenham indicado gaue eate valor &

suficiente {AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION, 1877;.

Ratos alimentados com distas deficlentes em potdgqin

axibem apetite reduzido e crescimento minimo, tornando-ss
letargicos e .ayresantanda perda de pelo, ascite, hidrotdrax,
atrofia e necrose doa mlsculos cardiacos e esqueléticos, lesles
renais, podendo morrer dentro de trés semanas.

0s camundongos apresentam um requerimento dietério de 2
g/ kg de dieta, adequado para crescimento e reproducfo & quando
alimentados com dietas deficlentes podem morrer dentro de uma

gemana, apds terem exibide sinails de inanigio.

- Cloro

O requerimentc para ratos &€ de G,5 g/kg de dieta,
satabelecido na base de estudos que demonstraram a adeguacio
deate valor & a falta de efeitos sobre o ganho de peso em ratos
alimentadns com dietas com teor de cloreto variando de 0,8 a 2
g/kg de dista.

Oz sinais de deficiéncia se desenvolvem lentamente =
envolvem principalmente depressfic do  apetite, crescimento
&traaado e redugfo no cloreto sanguinec e excretado, podendo, em
deficignecias cordénicas, ocorrer o desenveolvimento de fibroses
renaie.

Para o camundongo, nfp ha dados guantitativos, embora o
alemento seija reaguerido. A dieta AIR-T75, adeguada para
crescimento, lactacglBoc e reprodugio, apresenta 1,568 g de cloreto/

kg de dieta em sua formulagfo (AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITIOHN,
30



187773,

~ Magnégio

Os requerimentos de magnésio sio da ordem de 400 mg/ ke
de dieta para ratos em c¢rescimento, com niveis mals elevados
asndo provavelmente necegsdrios para reprodugdo e lactagdo
adeguadas. Para camundongos, o reguerimento estimado  para
erescimente & de 500 mg/kg de dieta, havendo necessidade de
aumento no nivel pars lactacBo.

Sinais de deficiéneia envolvem  vasodilatacglo,
niperirritabilidade, problemas cardiacos, conduzinde finalmente &

mortes por convulsdes.

~ Enxofre

A presenca dietérias do elemento significa economia de
metionina, J& gue o sulfato dietdric & rapidamente incorporado na
cartilagem, decrescendo o catabolismo de metionina. Assim, 0,3 g
de enxofre como sulfate/ kg de dieta ol estabeslecide como
raguerimento para ratos, sugerindo-se gue nas condieles de
metionina minimae 1 g de enxofreskg de dista sejs incluido.

{ROGERS, 1878@).

-~ Cromo

Em condigies ambientals = dietérias normais,
concentractes de 0,3 mg e ¥ mEg de oromos/ke de diets s#c usadas
como  reguerimentos para ratos e camundongos, bespectivamente,
Pars camundongos, o valor foi estabelecido com base no contetdo

de cromo de dietas publicadas. A deficiéncia do elemento provoecs
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hiperglicemia e glicesdpiy similares a disbete mellitus, com

decréacimo significante no ganho de peso & duragico da vidsa.

- Cobre

0 requerimento pars retos € de 5 mg/keg de diets,
engquanto que para camundongos, dietas com os niveis mais baixos
apreaentam valores de 4.5 mg/kg de dista, sendo sste wvalor
recomendado ocomo  adeguado  para crescimento @ reprodugio. A
definiéncia de cobre produz anemisa e scoromobriguias{perds do
pigmento capilar). Em deficiBnceias extremas, hé perda da
capacidade oxidativa na mitocfndria & sintese reduzida de ATP =&

fosfolipidios.

-~ Flior

Sob condieBes usualis de lasboratdric, o© requerimento
estabelecido € de 1 mg/kg de dieta para ratos; para camundongos,
o nivel € incertce., sem reguerimento estabelecido: os resultades
cbtidos em varios estudos s8c conitroversos. Hog ratos, a
deficiéneia proveoca deacolorsgido dos incisivos e baixo ganho de
peso, Bm camundongos a deficigneia de fldor provoeca fertilidads

reduzida & anemia materna o do recém~nascido.

- Todo

0 regueriments para ratos € de 0,15 meskg de dieta para
crescimento e aparentemente nio ha rﬁquerimenta_ egpecial para
reproducBo. Fara camundongos, o reguerimento estimado € de 0,25
meg/ kg de dieta, embora dietas adeguadas variem grandemente no

contelide desse elemento: uma racic de ingredientes naturais
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fornece 1,9 megskg de dietas, possibilitando boa reprodugio,
enguanto gue wna ragic purificads, propiciando bom orescimento e

reprodugio em camundongos, contém 36 mg de ipdo//keg de diete.

— Ferro

O reguerimento de ferro para ratos £ de 35 mg kg de
dieta, permitinde crescimento & manutengio da concentracio maxims
de hemoglobina; pera reproduc&0, nNA0 existem regquerimentos
separados. Para camundongos, © reguerimento ‘para grescimento € 4p
28 me/kg da dieta. enguanto que para reprodugfc o menor conteado
3& testadc & de 120 mg/kg de dieta, o© qual rroduziuv  bos

reproducio através de trés geragdes.

- Mangangs

0 requerimento estabelecido para rates ¢ de 50 mgrkg de
dieté para crescimento, o qual também suporta a reprodugdo. Para
camundongos, © reguerimento & de 45 mg/kg de diels, egtimado a
partir de dietas conasideradas adequadas pars a reprodusfio, o
crescimento das crias & para o desenvolvimento dos otolitos do

nuvido interno para vérias linhagens.

- Helénio

£ o mais téxice dos minerals essenciais, apresentando
importéncis nutricional em deficiéncias tanio guanto em ekcaaao.

Para ratos. o regquerimento estebelecido € de 0,1 mg/kg
de dieta, adeguadc para evitar necrose hepética, rermitir ganho
de peso mbxime e panter concentragio normal de glutationa-

peroxidase nos tecidos. ConcentragBes de selénic acima de 1-2
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mg/kg de diete devem ser evitadas. O sel€pic & pequerido por

camundongos, mas nds existem reguerimentos egtahslecidos.

- Zinco

A disponibilidade do zinco dietério pode ser afetads
negativamente por altos niveis de calcio e pelo acido fitico,
devido a formacBc de complexos inaoltveis. A farinha de sojs
apresenta um efeito adverso, parcialmente pelo seu conteldo de
Fitato, além de provavel existénecis de algum fator zinco-ligante.
Azsim, ¢ nivel de zinco presente nas ragdes animalis pode ser
inadeguado em certas circunst@ncias. A utilizac¢Bo de gaiclas e
reciplentes galvanizados  pode significar uma boa fonte
fcrnécedora de zinco para os animaies de laboratérico (COATES,
1876}, ”

0 requerimento de zince pars ratos € de 12 mg/kg de
diet&§ quandc proteina de soja € utilizada pode haver um aumento
deste valor para 18 mg/kg de dieta, enguanto gue na utilizacdc de
gaiclas galvanizadas, nSo mais que 2-4 mg de zinco/ kg de dieta
s8c regueridos. Para camundongos, © reguerimento estimado =&
partir do contetde de dietas adeguadas & de 30 mg kg de dieta,
permitindc' crescimento e reproduelo adeguados. Animais
d@fieientes am zinco  apresentam retardo e erascimento,
scompanhado. de ancrexia, alopecia, lesfes da epiderme envolvendo
o esdfago € a pele e hiperirritebilidaede, além de distirbios na

reprodusio.

- Cobalto

Avarentemente ¢ cobaltc nio é reguerido pelc rato a néo
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ser ocomo constituinte da vitamina Bix. Estudos realizades conm
capundongos indicaram que hid necessidade de 2 g de cloreto de
cobalto/kg de dieta para menter reproducio atraves de geragles
sucessivas de animais alimeptados apenas com derivados vegetals,

Dietas adeguadas para ratos e canundongos  tém
spresentado satisfatoriedads para raproducio, lactagBo e
manutencio com teores de 0,44 mg kg de dista (AMERICAN INSTITUTE
DF BUTEITION, 1877).

~ Molibdénic

H#c héd reguerimentos dietdrios estabelecidos para sate
elamento, com base eam estudos que demonstraram gque dietas com
3,02 mg de molibd8nioskg de dieta, ou inibigdo da enzima xantina
oxidase com tungetato de sb6dio ndo resultaram em anormalidades e

ni&o preijudicaram a reproducio.

- Qutros elementos

Varias evidénecias tém sido acumuladas sobre a inclus&o
de outros elementos na lista dos elementos J& considerados
essenciaig, principalmente sob condi¢fes ambientais rigidamente
controladas ingluinde o usco de gaiolas pléasticas e isoladores
Qermitinda a presenca somente de ar filtrado, uso de agua e
distas livres dos elementos estudados.

Negtas condicdes, melhora na salde e crescimentc de
ratos resultaram da inclusfio dietdria dos elementos ultra-tragos
em concentragdes dietdrias apresentadas na tabels 12 (p. 73},

segundo KNAPEKA (19380, idem rodapé p. 54}.

35



2.1.4.4 Vitamines

~ Vitamina A

Os reguerimentos pares vitaminaz A sBg influenciados por
putros componentes das dietas: proteina, lipidios, vitaminas D e
£, gzinco e A&cidos graxos inssturados afetam & sabsorgic e
utilizaclo da vitamina A.

Um nivel de 4.000 Ul/kg de dieta & recomendado parsa
ratos, sendo adeguado para  orescimento Qtimo, reprodusio e
manutencéo. 0s trés indicadores mels 5ensiti§as de deficiéncia de
vitamina A s83c: decréscimo na taxa de crescimento, elevagio da
pressio do fluido cerebrospinal e metaplasia escamosa do duto
nazolacrimal. Outros sinais de deficiéncia envolvem aumento na
susceptibilidade a infecedes, axcessivea gueratinizacgio &
subsegliente uwlcersgio da cbrnea, reducBs da sintese gde
mucopelissacarideos no  tratoe gastrointestinal, degeneragaoc da
vetina, falha reprodutive e defeitos OGsseos.

0 requerimente estabelecide para camunémngcs & de 1-2
Ul/dia ou 25B0-50C Ul/kg de dieta, e o8 regquerimentos para
gestacic e lactagl8c sBc similares aos de crescimento. As dietas
para camundongos entretanto cont&m, na sua maloria, concentracbes
camaidaravélm&nta supericres aos requerimentos. As dietas AIN-T76
e AIN-80 contédm 4.000 Ul/kg e & dieta de ingredientes naturais

utilizada por KNAPEA et alii (1874} contém 15.000 Ul/kg de dietbs.

- Vitamina D
Para ratos, o reguerimento € de 1.000 Ul/kg de dieta,

guande célcio (& g/kg de dieta) e fosforo {4 g/kg de dieta) estio
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presantes em guantidades  adequadas. Para camindongos, o

requerimento estimado € 4o 150 Ul/kg de dieta. Dietas de
ingredientes naturais, gue suportam reproduglic asceitédvel enm
camundongog, apresentam concentragfo de aproximadamente 5.000
Ul/kg de dieta. As dietas purificadas AIN-78 e AIN-80
recomendadas pelo Institute Americanc de Nutrigsdo contém 1.000
Ul/ kg de dieba, Bendo_adaquadass para cresciments e manutengio
durante o primeirec ano de vida, para reprodugfc e lactagBo de

ratos e camundongos.

~ Vitemina E

0 requerimento para ratos € de 30 Ul/kg de dista, na
forma eatabilizada, para dietas gque apresentam concentracg8o de
acido linoléico de até 50 gr/kg de dieta e amincdcidos sulfurados
& selénic em nivels adequados.

A hemdlise & o indicador mais sensitive de deficiéncia.
Em adig¢8c, ratos e camundongos com deficiéncia poder@o apresentar
conviulsio e falhas cardiscas, distrofia 2 degeneracdc hialina do
misculc esmguelético, actmulo de pigmento amarelo no misculo e
figado, degeneragic testicular com falhas reprodutivas & necrose
hepatica, a qual é freglientemente a causa da morte.

0 requerimento para camundonges & de 20 Ul/kg de diets.

- Vitamina K

Ratos mantidos sob  condiedes ambientals normais
requerem um nivel de 0,05 mg/kg de dieta (vitémina K1} para
manutencdo dos niveis normais de protrombina, sendo adequado em

situacBes de baixe sintese intestinal e baixa contribuicis da
at



-

caseins. BEm condigdes "germ-free’ e sm impedimento da coprofagis,
o reguerimentos sBo 0.2 e 0,1 mg/kg de diets, respectivamente. A
menadiona apresenta aproximadamente 10%¥ da atividade da vitamina
Ex, & deve ser utilizada em quantidades 10 vezes superiores és
citadaz. ¢ reguerimento para camundongos € de 3,0 mg/kg de diets
fequivalente de wvitamina Ka}, estimade do conte(dec de dietas
sdeguadas: estudos t8m demonstrado guse camundonges mantidos em
embientes "germ-free” ou SPF reguerem suplementag¢ico da vitamina.
Em geral, & vitamina ¥ n8c € adicionada a dietas de camundongoes
copvencionais, devido & sintese do nutriente pelos
miorocrganismos intestinais. Deficiéncia de vitaminae K resulis em
falha no mecanismo de coagulacdco sangiinea, conduzindo &
hemorragias. As fémeas B30 malsg resistentes as deficiénecias do

gue 08 machos.

- Acido ascérbico

O ratos e camundongos nfio reguerem uma fonte dietaria
de acido ascOrbico. Entretanto, este nutriente pode proporcionsar
economia de certas vitaminas B, pelo sumento do conteGdo fecal
das mesmas, as dquails podem ger recupesradas via coprofagia.
Estudos de &adigio de é&cido agedbrbice sob  formas wvariadas
demonstraram que & suplementacfo de dietas deficientes em tiamina
c:%m B0 g de &cido ascorbico/kg de dieta promoveu, em ratos, o
aumento do conteldo de tiamina nas fezes, proporcionands taxs de
crescimente proxime & normal e evitande outros sintomas de
deficiéncia (MURDOCK, DONALDSON & GUBLER, 1874). A deficiéncis de
&rcido ascbrbico causa o escorbuts, com alteragdes patoldgicas nos

dentes, gengivas e tecidos conjuntivos em geral.
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- Biotina

N8, & requerida por ratos sob condigdes padronizadas de
laboratorio, sendo suprida em quantidades adeguadss pela sintess
hactepiana intestinal. CLAREE et alii (18977) recomenda & adigdce
de hiotina no nivel de 1 mg/kg de dieta em situaeles de agintese
microbiana limitads ou ausente, comc Por axempleo, em animais
germ—free ou SFF.

Nzoc ha requerimento real estabelecido para camundongos,
estimando-se um valor de 0,2 mg/kg de dieta,  a partir do conteldo

de dietas adequadas, as guais contém de 0,2 a 1,0 megskg de dieta.

- Colina

Ratos e camundongos reguerem cclina, e o requerimento
dietéric & influenciade pelo conteddo lipidico e contetdo
caldrico da dieta e pelo comprimento da cadeia e grau de
insaturagio dos liplidios dietérios.

Em dietas adequadas, com cerca de 4 a 4,5 kecal/lg, o©
requerimento & aproximadamente 1 g/kg de dieta para ratos, €
egtimativas pars o requerimanta de camundongos sugerem 0,8 g2/kg
de dieta. Dietas com malor conteddo de lipidiocs ou com niveis
deficientes de metionina requerem maior adigf#c de colina. De
acorda ocom CLARKE et alii (1877), a colina est& presente em
quantidades considerévels nos materiais crus utilizados em dietas
de ingredientes naturais e a adigfio ndc é neceasaria; nas dietas
purificadas, recomenda-se a adicBo de um grams de colina por
gquilograms de dieta.

Em ratos, & deficifpneia de colina produz figado

gorduross, podendo levar a guadrog de clrrose. Ratos Jjovens
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deficientes epresentam efeitos marcantes nos sistemas renal e
cardiovascular. Os camundongos apresentam sinais semelhantes, a

exceclo da cirrose, gue héo se desenvolve nesses animals.

~ Acido félico

A sintese microbiana intestinal atende os reguerinentos
diet&rine pars ratos, mas a alimentagfo com itetas inadequadas em
colina, metionina e vitamine Baz pode induzir deficiencia de
folato: & gestagdio e lactagio podem aumentar O reguerimemto. Uma
fpixwa de 0,5-10 mg/kg de dieta tem sido utilizada: o nivel de 1
mg/ kg € recomendado.

cinais de deficifneia em ratos incluem taxa de
srescimento decrescida, leucopenia, anemia megaloblamticsa.

Para camundongos € recomendado 0,5 mg/kg de dieté,
baseadoe na menor concentraclo encontrada em dietas adeguadas. Os

=inais de deficiéneias sBo similares Agqueles de ratos.

~ Inositol

0 inositol n&c & requerido por ratos e camundonges enm
condigdes convencionale de iskoratérico e alimentados com dietas
normais. Entretanto, certas condigles ambientais (ambientes B5PF,
“germ-free”, gnotoblidticoe), & supressio da sintese intestinal,
determinados tipos de dieta e condigdes de “stress” fisicldgico
podem exigir o regquerimento deste nutriente. Sinais de
deficiéneis incluem crescimento reterdado, aslopecia & metabolismc

lipidico defilciente.
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~ Niacins

0 requerimento de niacina do rato € 4o 20 mgkg de
dieta, sendo adegquado em uma concentracio de triptofanc de 1,5
g/kg de dieta. A congentracio de niacina & 10 mg/kg de dieta para
camundongos parece satisfatéria; as dietas disponivels excedenm
sate reguerimento, com niveis de 48-143 mgrskg de diesta sm distas
de ingredientes naturais.

Sinais de deficiéncia incluem anormalidades

comportamentais, convulsdes, diarréia, perda de peso & alopecia.

- Acido pantoténico

0 requerimento para crescimento, reproducio &
manutencic de reagdes de acetilagio em ratos € de B mg de
pantotenato de calocio/kg de dieta. Para capundongos, &
concentragio sugerida & de 10 mg/kg de dieta, embora existam
diferencas entre as diversas linhagens. Dietas satisfatorias

pontém de 18 a B0 mg/kg.

~ Riboflavina (vitamina Bz}

0 requerimento para ratos baseado no crescimento €
reservas hepaticas é de 2 mg/kg de dieta; para reprodugio normal,
3 mgskg e wm aumento para 4 mg/kg pode ser recomendével durants a
gestacdo. Para camundonges. o© requerimento para creacimento
normal & de cerca de 4 mg/kg de dista, snguanto que 7 mg kg si&o
sugeridos para reprodugdo e lactacdo adequadas.

Sinais  de deficiénoia  de riboflavina envolven

dermatite. alopecia, fragueza, crescimento retardsdo, ulceragfo e

vascularizacio da cérnea, formagdo de catarata, degensragin da
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mielins, al€y de efeitos metabélicos complexos. O desewmpenho
reprodutive & diminuido, com producio de crias anormais. Eatos
deficientes en niacina apresentam contetdo hepatico de
yiboflavina diminuido e ratos deficientes enm rihoflavins
apresentam reservas hepéticas diminuidas de folatos. Camundongos
deficientes apresentam menor rasisténcia & infecgbas oY

Salmoneila.

~ Tiamina {(vitamina Bi)

0 requerimento para ratos € de 4 mg/kg de dlesta e pars
camundongos € de 5 mg/kg de dista; dietas aatigfatdrias para
camundongos contém de § a 23 mg de tiamina por gulleograma de
dieta. .

A deficiénoias de tliamina induz ancormalidades do sistema
nervosc e 4o coragdo, falhas reprodutivas, anerexisa e perda de
peso. Retos deficlentes eio ataxicos. com reflexos defeituosos e
sonpiéneola. Camundongos deficientes apresentamn convulales,
movimentos cireunlares, hemorragias cerebrais, morie praematura,
lesSes musculares, degeneragdo tegticular e ataxia.

As perdas de tiamina em dietas esterilizadas por vapor
podemn ser.aﬁ mesmo exceder 80%, recomendando-se determinagdes da

vitamina e £artificacBo das dietas com tiamina. {BAKER, 187¢).

~ Vitamina EBe

0 reguerimento minimo de ratos para crescimento €
reproducic & de 5 me kg de dista, e pars manule cBo da atividadse
normal  de transaminase & de aproximadamente 7 mg/kE. A

concentracic de 1 mg/kg de dieta & indiceda come adeguada para

A
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camundongos,
Animais deficientes t8m o sistema nervesoe danificado,

apresentando convulsdgs e hiperexcitsbilidade. H& produgéc
deficiente de insulina e influéncia na atividade de diverscs
outrea horménios, lesfes na pele, anemia microcitica e falhas

reprodutivas.

- Vitamina Biz {(cisnccobalamina}

0 contende dietdrio de 0,05 mg/kg de dieta ¢ adequado
para ratos. Concentragdes mencores podem ser adegquadas em dietas
contendo proteinas de origem animal, mas ndc em dietas que contém
somente proteinas vegetais. UOs camundongos reguerem a vitamina
pars cregoimento, lactagdo & reproguels, e o 2 regquerimento
eagtabelecido &  baseado ng menor concentragio de dietas
satisfatdrias: 0,01 mg kg de dieta.

| Em ratos, a deficiéncia isolada de wvitamina Baz € de
dificil produgao. Ta ginais de deficiéncia envolven
priﬁcipalm&nte falhas reprodutivas, produzinde anormalidades nos
recém-naacidos. Camundongos jovens deficientes demonstram

sreacimento retardade e atrofia renal, com pogsivel morte.

2.2 Dietas

Az dietas para rosdores i1é&m aprasentado melhora no
decorrer do btempo; atualmente, ums variedade de f&rmulas e tipos
dietdrios s8o rapidamente disponiveis para varias espécies de
roadoyes.

As dietas utilizadaz interferem ne regposta dos animsis
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de laboratério nos diversocs sexperimentes, pois os constituintes
dietérics  influenciam numerosos Processes bioguimicos =
fimioldgicos {(KNAPEKA, 1887; RAD, 18873.

Além das considerscdes nubricionais, outros aspecltos
afetam a gualidade e a aceitabilidade das dietas oferecidas aos
animais, com efeitos sob o desempenho dos mesmos; © Utipo de

dieta, =ua palatabilidade, procedimentos relacionados ao preparo
e estocagem da dieta e B concentracdo de contaminantes devem ser

considerados.

2.2.1 Tipos de distas

Am d‘z_atas para animais de 1aborate§rio sia classificadas

de acordo com o grau de refinamento de seus ingredientes. Assim o
NRC (HATIONAL RESEARCH COURCIL, 1978) tem identificado trés
tipmé: dietas de ingredientes naturais, dietas purificadas e

dietas guimicamente definidas.

- Dietas de ingredientes naturals

S8e formuladas com grBos integrais prcoessadgs {trigo,
ATT0Z, mi'lhc:, avein) e outros produtos parcialmente refinados
{farinha de peixe, farinha de carne,'farinh&lde soja, farelecs de
cereais). As vitaminas e minerals slo adicionados ns forma de
pré-misturas, fornecendo as quantidades adegusdas desses
nutrientes.

Estana dietes sfo as mais utilizadss, sendo rapidamente
disponiveis e econdmicas, apresentando boa palatabilidade para a

maicria das espécies de animais de laborstdrio. Entretanto, o seu
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uso estd gassociado & algumas desvantagens: a falta de controle e
grande variagdio na concentragio dé ingredientes 2 ocorréncia ae
contaminantes indesesjavels, tais como residucs de pesticidas,
metais pesados, antibidticos ou horménics e contaminantes
piolégicos, que podem alterar a resposta do animal & um
tratamento experimental.

Le dietas de ingredientes naturais provenientes de
indastrias de racdes bem estabelecidas, geralmente pontém
quantidades adequadas de nutrientes essenciais conhecidoes,
propiciando c¢rescimento, reprodugdo e manutencdo normais. As
inadeguactes podem surgir devido a sstocagenm improépria {periodos
sxcessivamente longos/saltas temperaturas) oun devido & presenga de
contaminantes indesejéveis (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1978;
NEWBERNE & FOX, 1880;.

Raseado no conhecimento da composgigdo quantitativé de
ingredientes, as dietas de ingredientes naturais podem ser
classificadas em dietas de formula sberta e dietag de Idrmula
fechada.

As dietas de foprmula sberta revelam a guantidade de
cada ingrediente, Jjuntamente com a garantia de concentragdes
minimas e/o0u méximas aceitéveis para a composicdc de nubtrientes
dos  ingredientes, apresentando formulagio constante e o
compromisse do fabricante de oferecé-las de scordo oom a3
especificagBes. A composigdc de ingredientes das dietas de
f5pmula fechada é mantida em essgredo pela industria, que fabrica
2 comerclializa a dista 300 uma METTA registragda. As
especificagdes incluem uma lista de ingredientes que podem sar

usadoe na formulaclo, juntamenbe com & garantia da composigdo de
45



nutrientes da dieta.

A meioria das coldnias de animais de laboratdrio é
mantida em ragfes comerciais de foérmulas fechadas, as guals
propiciam crescimento € repreodugdco adeguados. Entretanto. © uso
de raches de Formula aberta é recomendade, a fim de minimizar &
variabilidade na resposta gque pode ser introduzida guando os
ingredientes ou suas proporgdes séé alterados, © que PpPRSSH
desperceblido em dietas de fArmula Techada (KNAPKA et alii, 1874:
AMTERICAN INSTITUTE OF NUTRITION, 1877; NATIONAL REGSEARCH COUNCIL,

18735,

—~ Dietas purificadas

- ¥ . ¥ » A d
As dietas purificadas ou semi-purificadas S&;, s~ompostas

basicemente por ingredientes refinados, isto &, lipidics,
carboidratos e proteinas refinados comercialmente; sais
inorginicos & vitaminas guimicamente puros g8o adicionados.

& capacidade de reprodugBo das concentragdes de
nutrientes ou de alteracio para a indugico de deficiéncias ou
evceaszos nutricionais e o baixe potencial de contaminagBc quimica
representam vantagens na utilizagio dessas dietas. Entretanto, a
sua produgio é cara & ndo sBo rapidamente consumidas por todas as

gspécles.

- Dietas guimicamente definidas

Estas dietas s@c forpuladses com conpostos auimicamente
purcs, tais como aminoédcidos, aglcares, triglicerideos, &cidos
graxoe essenclais, =sais inorgénicos e vitaminas, sendo vtels em

estudos que reguersm um rigide contrele das concentragdes de
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nutrientes:; permitem a identificagBc de todos os nutrientes & um
controle de qualidade exato. Entretanto, sua produglo € cara e
permite a modificagis de disponibilidade dos nutrientes por

oxidacin ou interagdes guimicas.

A listm recomendada de termos e definicBes para
caracteriszacio das dietas de animais de laboretdric tem sido
amplamente difundide na literatura referente a animais de
ipboratério (AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION, 1877: HNATIOHNAL
RESKARCH COUNCIL, 1877; BAKER, LINDSEY & WEISEROTH, 1879; ROGERS,
1579; NEWBERNE & FOX, 1980; ENAPEA, 1887:; RAQ, 1887).

4 escolna de um tipo de dieta depende dos objetivos
sxperimentais & serem atingidos, apresentande influéncia na
qualidade e interpretagdo dos dados experimentais. Além disso,
sutros fatores como disponibilidade, custo, palatabilidade para a
ﬁaPééie envolvida, devem ser considerados. £ importante salientar
s suséneis de uma Iormula dietdris padrBo satisfatoria para todos
op experimentos, isto &, n8o existe dieta Otima para todos os
animais de laboratério e gue sirva a todos os exXperimentos
{XNAPEA, 1887).

As dietas mais utilizadas neas colOnias de animais
axparimentais s8o também ubtilizsdss nas coldnias de produgdo.
Geralmente, sS3o as male rapidamente disponivels & sapresentam
excessos nutricionais. Entretanto, apesar de resultarem em
desempenhe aceitsvel, podem ser impripriss para determinadas
pesguisas. Além disso, & alimentacdo “Tad libitum” dos animals com
dietas padries comercialmente formuladas' durante grande periodo

de suas vidasz pode conduzir a obesidade e longevidade reduzids
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{ANVER & COHEN, 1870; KNAPEA, 1887;.

WISE (1881} estudou a composigic de nutrientes de
diversas distas pars ratos e camundongos utilizadas em diversos
paigen, comparativaments BOSR regquerimentos 4o HRD 2 encontrou
grande wvariabilidade na composic8o das diversas distas, qguass

SeEmpre 2m axceass oconsiderfvel a0 requerimentos  propostos,

concluinds que nA auséncia de padrice internaciconal para Tdistas
estogues’ ., o que dificulia ocomparacles entre experimentos de

difevrentes laboratdyigs,

Assim, a escolha de uma diesta adequada € {pmportante,
devendo-ae sgscolher aguela gue proporoione nutricgiic adequada, con
ingrediantes qgue n#c influenciem parémetros medidos e que :néé
variem de batelada para batelada, o gue seria conseguldo,

afetivamente, Ccolh © uﬁa.da dietas purificadas {(COATES., 18873,

2.2.2 Formulacg, e preparo de dietas

0 objetive da formulagio de dietas é. determinar as
proporefes dos varios ingredientes e niveis de vitaminas e
mineraiz a aerem suplementados, o ague produzirad uma  dieta
sontendo as concentracies requeridas de nutrientes essenclais.
Assim, & necessario o conhecimento dos regquerimentes rutricionsis
das espécies de interesse {(COATES, 1876; KNAPKA & ¥ORIN, 1978). A
formulagic deve também levar em consideragic fatores gque
influenciam a estabilidade e o© consumo da dieta (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1978; ENAPEA, 1887).

A formulacBo de dietas de ingredientes naturals £

complexa, desde gue os diverscs ingredientes podem coniribulr com
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diversas classes de nutrientes. Véyrips fatores devem ser levados

em considersgdc na escolha dos ingredientes: oconcentraglc dos
diversos nutrientes, disponibilidade no mercado, palatabilidade
rara a espécle envolvida, custo. varisgdo das concentragdes de
nutrientes e potencial para a contaminac8o guimica e biolégica
{KHAPRA, 18987;.

Varios materiais adeguados s8c disponiveis para a
formulagdc das dietas de ingredientes naturais, de sacordo com
CLAREE ef glii (1977).

Em geral, a qualidade da dieta sumenta com o ndmero de
ingredientes utilizades na sua formulagBo, devido & minimizagio
do efeito que a variasgic na composiclBo de nutrientes de um dado
ingrediente exerce sobre as concentracles dietérias totais de
nutrientasi além disso, as dietas podem apresentar melhor
malatahilidede e posgaibilitar uma maior preobabilidade de que s
elementos—tragos sejam supridos em guantidades sdequadas {(ENAPKA
et alil, 1874; HATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878). Us detalhes e os
passos  envolvidos na farmulacéo de dietas de ingredientes
naturais estio ﬂescritas em ENAPEKA & MORIN (1878}.

0 processo de formulagBo de distas purifimédas & menos
gomplexo. Informagdes detsalhades na formulaedo destas dietas sdo
descritas pelo  Instituto Americano de HNutriglo (AMERICAN
INSTITUTE OF NUTRITION, 1877).

As dietas pars animais de'laboratério podem ser obtidas
na formae de farels ("meal”), ou como dietas enfornadas,
extrusades, gelificadas, liquidas ou peletizadas. As dietas para
roedores geralmente s8o peletizadas(NATIONAL RESEARCH COUNCIL.
1877, 1878).



Pesquisadores tém sugerido gue a peletizagfo melhors o
sreacimento dos animais por aumentar © consume das dietasz esou
por alterar a quipics dos nutrientes dietérice, tornando-oz msis
disponiveis pars as encimas digestivas dos animais (ZATARI &

SELL, 1B8O0;.

2.2.3 Dietas recomendadas

0 reconhecimento da importlncia das dietas na qualidade
dos resultados obtidos em experimentos com animals Lem conduzido
a esforcps, nos nltimos ancos, no sentido de padronizar o0 processo
de selecdo, utilizag8o e comunicagdo gobre dietas experimentalis.
Regras especificas para s descrigio de dietas utilizadas en
experimentos com animals s&o apresentadas pelo AMERICAN INSTITUTE

OF NUTRITION (1884).

2.2.3.1 HIH-OV

A dieta HIH-07 €& uma dieta de ingredientes naturais, de
farmula sberta, sendo recomendada peloc AIN (American Institute of
Nutrition) como dieta padrBo-referfncia (AMERICAN INSTITUTE OF
NUTRITION, 1977). Bua formula foi desenvolvida pelo NIH (National
Tnatitute of Health) em 1872 (ENAPRKA et aiif, 18743, sendo
adequada para reproduglBo, lactagdo e manutengdc de ratos e
camundongos. Esta dieta © a mais utilizada para estas espécies

mantidas em ambients convencional nesta instituigio.
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2.2.3.2 AIN-T7&

A dieta AIN-T8 € . dieta purificads para ratos e

camundongos, desenvolvida e testada pelo AIN (AMERICAN IHSTITUTE
OF NUTRITION, 18773, sendc rezcomendada como dieta de referéncia.
Ohjetive o corescimente e manutencdo durante o primsiro anc de
vida. sendo também adeguada para reprodugio € lactecdo.

No desenvolvimento de sua féfmula, varias consideracies
.faram feitas:
- as quantidades de vitaminas £ minerais ne dieta nlo deveriam
apresentar grandes €Xcessos en relagio acs reguerimentos do NRC
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1872).
- no geral, os valores para minerais se aproximaram vem dos
regquerimentos. 0 reguerimento para -potissic (0, 18%) Fei
considerado inadequado para crescimento. Assim, esse elemento foi
adicionado em quantidades mailores {(duas vezes o reguerimanto
NRCY. O reguerimentc NRC de 1878 (NATIONAL RESEARCH C(COUNCIL,
19783 considerou esta obzervagio, estabelecendo um reguarimento
de 0.368% para potéssio. 0 sddio foi adicionado em quantidades de
duas vezes o requerimento, e o zince, 2.5 vezes. Todos os
elementos-tragos requeridos por ratos e camundongos mantidos sob
condigBes convencionais foram adiclonados na mistura mineral.

Para vitaminas, as relagles sBo varidveils.

A formuls da dieta AIN-78 é mostrada nas tabelas 5, 6 e
7 {p. T2) e @s concentragfes dietérias de mineralis e vitaminas
comparsdas sos reguerimentos do NRC {(NATIONAL RESEARCH COUHCILL,

1972, 19783, nas tabelas 8 e @ (p. T2 & T21.
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Apesar da sua adequaczs nustricional, o usc da dieta
AIN~786 pode provocar efelitos adversos.

0 alto conteddo de sacarcse (50%) pode ter efeito
cariogénico e provecar, em algumas linhagens de ratos, o
desenvolvimento de lesfes renais apés  pericdos prolongados
{AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION, 1877).

A ocorreéncia de hemorragiass em ratos alimenfados com a
dieta AIN-T6& ou com formas modificadas desta dieta fol relatada.
4 suplementacio da dieta com vitamina K {(10.vezes o conteddo da
dieta) interrompeu as hemorragias, sugerinde gque a dieta AIN-7TE
deveria ser modificada para incorporar guantidades adicionais de
vitamina K e gue certas modificacBes ou adigbes na dista podem
CARUSEY deficianciés desta vitamina (ROEBUCK, 1878; BIERI, 1875).
Fm dietas nfio modificadas, BIERI (1879) sugere que estes efeitos
sejam devidos s efeitos amblentais desconhecidos na flora
intestinal, & uma linhagem de rate com reguerimentos da vitamina
maiores ou talvez a mudancas deteriorativas ns dieta.

A poorréncia de nefrocaleincge em fémeas Sprague-Dawley
alimentadas com AIN-78 foi relatada (NGUYEN, 18982). Lipidoses
periportais foram cobservadas em fizados de ratos al mentados com
a dieta AIN-76 & sue forma modificada AIN-TBA (conteGde da
vitamina K de 10 vezes aoc original}. Em dietas onde ocorrsu a
aﬁbatituiqéo da sacarose por amido, =2stas lesfes ndc foram
observadas (HAMM, RAYNOR & CAVISTON, 1982).

0 AIN publicou um segundc artigo sobre a dieta AIR-76
{AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION, 1880}, ressaltando gue os
problemas tém ocorride principalmente pela modificaglio da dista

ou por estocagem imprépria da mesma, J§ gue problemss de rancidez
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t&, sido observados em condigdes nfo refrigeradas de estocagen.
Assim, foram feitss as seguintes recomendagfes oom
respeito & dista AIN-76:
- & quantidade de vitamina XK deve ser sumentada dez vezes (500
ug/kg de dieta}, devendo-se utilizar wna forma estabilizada da
vitamine :complexo bissulfito de sbdico menadiona {MSBC) ou
bimsulfitc dimetilpirimidinel menadiona {MPR}. A diets assim
modificada foi designada AIN-TBA.
- wum antioxidante deve ser adicionado @0 Sles de milho,
coneiderando que os Oleos mais populares nio possuen antioxidante
adicionade e que os tocoferbis endbgenos nio =8p muitc efetivos
em estabilizer o 6lec guando adi&ianada em dietas purificades.
- ¢ conteldo de sacarose pode ser modificado, guande seus efeitos
metabdlicos prejudicam o experimento, sugerindoe as segulintes
slternativas: substitulr sacarosse por glucose, substituir pelo
mamaé.matad& da sacarose por glucose, usar apenss emido ou usar
proporegbes varidveis de glucose, sacarose € amido, dependends da
natureza do estudo em gquestdo.
A necessidade de atualizagBo ou reformulagBo da dieta
AIN-76 tem sido revista. Assim, em 1988, foi realizado um
semindric da AIN-78, a fim de Be decidir =sobre possiveis mudangas
& Berem feitas na formulagBo da dieta AIN-78 (REEVES, 18881
recomendacbes preliminares incluem:
~ manutencdo do nivel € qualidade protéicos (20% de caseina) e
metionina {0,3%).
- diminuicic do teor de sacarose PArTR mencr ou ﬁ.gual s 10% dag
calorias, o regtante de carboidrate sendo supride por amido, gue

pode ser substituldo perciaslmente por dextrine para peletizacgio
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sficiente.

~ oz lipidios devem representar um teor minimo de 10X (por pesc),
cnm contefdo balanceado de aclideos graxos.

- manutencdc do teor de fibras, com padronizacdo de fonte de
gelulose.

- sumentc do nivel de vitamina E na dista em 50X, se a fonte de

lipidins for sumentada para 10%

- manubencac dos niveis das vitaminas hidrossolivels.

- redugic do conteido de fosfato de célecio dibésico de 500 para
400 a/kg de mistura sallins ou adig8c de 357 g de Calla/kRg de
mistura mineral e 402 g de XHzaPOs/kg de mistura mineral,
eliminando a fonte de sulfatc na formulagBo, fornecendo potassio
na forme de Ffosfato de potéssic, como alternativas para solugao
dos problemas de nefrocalcinose advindos do uso da dieta AIN-76.
- reducfio do nivel de manganés de 54 para 10 mg kg de dista.

-~ substituicBo da fonte de selénio: selenilio para geleanato.

2.2.3.3 AIN-3C

A dieta AIN-90 4 ums dieta purificads para rates @
samundongos, representando uma proposta de medificaglo da dieta
AIH-T76 {(ENAPKA, 18980*).

\ 4 férmula da dieta AIN-80 & mostrada nas tabelas 10, 11
e 12 {p. 73}, estabelecendo-se nas tabelas 10 e 11 {p. 73},

comparacdes com a férmula da dieta AIN-78.

*ZHAPKA, 1990. Comunicac#o wverbal. Nutrition Course. First HWorld
Congrees on Leboratory Animal Seience/1] Congressc Brasileiro de
Animais de Laboratéric, Caxambu-MG, 1830,
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Az principais modificagies propostzs na diete AIN-TO,
vara cbtenglio da dieta AIN-80 =&0 indicadas pelas tabelas 10 e 11
(p. 73): reduclo do contedde de wmetionina (de 0,3% para 0,15% da
dieta), reducBo do conteGdo de sacarose {de BO% para 10% da
dietn). com conseglente aumento do teor de amido, sumento do feor
de Olea de milhe (de 5% para 10X da diets) e Ffinalmente, &
introdugio de uma misturs de elemsnios-trages (tabela 12, p. T3)s
ne mistura vitaminica {(tabela 11, p. 73y, cobserva-se um aunsnlo
de RO% do contefldo de vitamina E (5.000 Ul para 7.500 UI), devido

ac asumento do contefdo de lipidics da diets.

2.2.3.4 Nid-42Z

A dieta NIH-42 € uma dieta de ingredientes naturals de
farmula aberta, para Yatos & capundongos, formalada pelo NIH para
estudos toxicolégicos, sendo romposta predominantemente  por
jngredientes de origem vegetal (KNAPRA, 1880*). A f6rmula da
dieta & mostrada nas tabelas 13, 14 e 15 {p. 743, & as=

concentractes calcouladas de nutrientes, na tabelas 186 {p. 753,

z2.2.3.5 KiH-autoclavavel

Esta dieta € utilizada pelo NIH em coléniss de ratos e
camundongos germ-free” e gnotobidticos mantides em isoladores,
assim como em colbnias de ratos e camundongos mantidos en
ambiente SPF. ¥ uma diets de ingredientes naturais, de fdérmula
aherta (KNAPEA, 1830, idem rodapé p. hd).

oue Formulagic & apresentads naes tabelss 17, 1B e 18



(p. 785 & T8) e as concentra¢@es calculadas de nutrientes 280

apresantadas na tabela 20 {(p. 76}.

Finalizando 0O suh-item "Dietas recomnendadas’” &
necessrio admitir gue outras dietas poderBc ser empregadas desde
que se procedas a verificaclo da adeguagio nutricional das mesmas.

Uma aproximacfo poasivel & a verificagio do ganho de peac

perindico de animals em crazscimsnto. Uma bos dieta deve promover
uma taxa de ganho aceitdval, compardvel &s taxas esperadas de
erascimento de animais de laboratdprio (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1978, 1973): durante as trés primeiras semanss pos-desmane,
linhagens de crescimento répido {ex. Sprague Dawley} deverlam
ganhar pelo mencs 6 g/dla, enguanto que aguelas de cresscimento
mais lento f{ex. Wistar) deveriam ganhar 3g/dia, em situagdes ds
adegquagio nutricional. A adequagio de uma dista purificada devs
ser éerificada comparativamente a uma dieta de ingredientes
naturais aque, neste caso, gervirid como controle, & o8 animais
alimentados com a dista purificada deverdo ier ganhn de Dpeso
similar an dos animais alimentados com a dieta de ingredientes

naturais.

2.2.4 C ualidade fubriclional

A= vitaminag, em geral, &8fo ps nutrientes maizs lébels,

sendo susceptivels & destruigio por outros ingredientes da dieta
ou pela exposigdo a fatores externocs {NATIOKAL RESEARCH COUNCIL,
1879,
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A asutoclavagem de dietas peletizadas pode causar a
destruigio de aproximadamente 40% da vitamina A: & wvitamina E na
dieta pode per facilmente destruids pels presenca de gorduras
rancificadas on de certos metais; perdas de BOX de tiamina podem
asr resultantes da esterilizagio de dietas (BAEKER, 1878). A
riboflavina, o dcideo félico & a vitamina Biz s8c os ingredientes
mais fotolaheis das dietas (CLARKE et alii, 1877; NEWBERNE & FOX,
198G, ).

HA diversas varidveis associadas: com © <controle de
mudancas nutricionais que ocorrem durante a estocagen. Fatores
que contribuem para perdas inciuem contelGdoc de umidadse,
temperatura, exposigio ao oxigénio, pH e tempo de estocagem.

A estocagem das dietas deve ser feita em Ares
spropriada, preferencialmente com temperatura controlada ao redor
de 18 ©C, adeguadamente ventilada, com baixe umidade. Muitos
ingré&i&ntea das dietas se detericram durante a estocagem devido
a pudancas opxidativas ou hidroliticas e devido & ap8o de enzimas
presentes nos mesmos. Alén disso, ha congensoe geral de que a
atividade microbiana aumentada em ragdes pode afetar a~qompaaicéo
guimica e o valor nutritivo {(BLAHA et alii, 1880). Assim, ©
minimo tempo possivel deve ser levado entre a manufatura e o

consumo des dietas {CLAREKE et alii, 1877; NEWRBERNE & FOX, 1880;
CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1984).

As recomendaCies para distas de animais geralmente
sugerem gue as distas de ingredientes naturais ni&c sejam
estocadas por pericdos superiores a 80 dias e preferencialmente
seiam utilizadas dentro de um mé&s a partir da data da manufatura

{CLARKE et alii, 1877; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1977; NEWBERNE
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& FOX, 1980; CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1884; OLLER,
GREEINMAN % BUBER, 1986).
Entretanto, OLLER ef afii (1885) estudaram o efeito de

estocagens prolongasdas scbre a gqualidade nutricional de uma dieta

comercial antoclava,.i apss autoclavagem (1359C/3 minutos) e
encontraram manubengio d4da gualidade nutricional da diefa em
estocagem (18,5 + 2 °C/ UR=50 + &X) de até 130 dias apds
autoclavagen, sem efeitos deletérios aparentes sobre o8 animails
alimentados com a dieta; a gualidade microbioldgica da d.ieta
também foli mantida, fato evidenciado pela n8c dstecclc de bolores
e leveduras em amostras estocadas e de bactérias patigenas nas
amostraz de sobras de racdo obtidas nas galolas dos animails.
Contudo, o8 autores sallentaram gue condicfes de manuselc e
estocagen diferentes das utilizadas no trabalhe podem resultar em
répida deterioragdoc da qualidade dietéaria, merecandse avallagdes
esyaéifi&ag para possiveis conclusdes a este respelio.

Dietas purificadas satocadas em arsas com temperaturas
a0 redor de 15 o0 devenm ser utilizadas dentro de 40 dias a partir
da data da manufatura (NATIONAL RESEARCH COUHCIL, 1878%.
Entretanto, a vida de prateleira destas dietas pode ser aumentada
em estocagem socb condigfes de temperaturas mals baixas.

FULLERTON, OGREENMAN & KERDALL (1882 estudaram o8
efeiton de varias condicdes de estocagem sobre a vida de
yrata},aira da dieta semi-purificada AIN-78, estabelecendec ocomo
pardmetros: niveis de witamina A & tiamina, Iindice de perdéxido
{rancidez de lipidios) e contagem de bactérias e bolores totals.
Na resultados obtidos confirmaram a recomendagfio de gque esta

dieta pode ser estocads & 4° € ou a temperaturas menores, por um
tats]



perinde de &td 4 meses {(AMERICAN ITNSTITUTE OF NUOTRITIOR, IF
demcde gue nenhur  dos  parametros testados alcangou  niveis
inmeeitéveis em nenhuma das amostras aestocadas a 49 O ou a
temperaturas inferiores durante 168 dias.

0 processamento de dietas pode causar deterioragio da
aualidade nutriclonal pela aplicagBe de itratamentos COmo
exposigio & luz, ac ar, &0 calor, fumigagdo & radiagdo.

Os nutrientes mais foteolabels sab & riboflavina, o

boide félico e a vitamina Baiz. Mudangas exidativas podem oCorrer

o

nos componentes dietérics durante mistura vigoross OV ns S2C&IEN
em corrente de ar: a vitamina £ & particularmente sensivel &
nxidagio.

A aplicagcdo de calor, SeC0 O POr Vapor., TAETE
asterilizacio, paataurizaﬁéo ou pelatizacdo, resulita £m
destruicic de alguns nutrientes, favorecends nudancas guimlcas,
produsindo perda ou disponibilidade de nutrientes, com possivel
formacic de produtos toxicos e/ou  antinutrientes. O grau de
detericoragio da gualidadse mitricional &, em geral, proporcional &
tempeyatura € ac tempd de exposiciBo, acima de ums temperatura
sritinca (BENDER, 187Z).

O calor também afeta adversamsnte a nabureza fisica da

diets causando engduraecimanto excassivo, aglutinacio o

desintegragio dos pelets. A fim de evitar gue o8 pelels

0

=
despanchem durante o Procesasc, ns  ingredientes devem  Ser
adequadamente selecionados € 08B pelets devem ser envoltos em
silicone € autoclavados em bandejas de pouca profundidade

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1977; MNEWBERNE & FOX, 1880; MENENDEZ,

wh

gl
885

e acordo com MAERKI, ROSSBACH & LEUENBERGER {1988), <

E
o
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Pré.zouecimento (85 OC/aproximsdamente 12 horas) de dietas a
sprem autoclavadas resulta em melhora na consisténcia dee ge;etg,
favorecendo o manuseic das dietas asterilizadas para animais de
isboratdrio.

A& temperatura de 80 9C obtida em algung processcs ds
peletizagBe = na pasteurizacio resulta  em minimo efsito
desesbabilizanis na qyalidade rutritiva {NEWBERNE & ?@X; 18804
CANADTAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1984}, o que pode gerar eleilos
positivoa, JA gue as alteragfes guimicas dos nutrientes dietérios
pode btornéd-los mais disponivels para as enzimas digestivas do
animal {ZATARI & SELL, 1890). Entretanto, vitaminas € amingpicidos
rermolébeis wpodem =er destruidos a temperaturas ‘Buperiarea.
FOSTER, BLACK & PFAU {1884} utilizaram temperatura de 107,22 ©C
por 15 minutos para pasteurizacso de dieta peletizads e obtlveranm
resultados que indicaram alguma destruicfo de tlamina e vitamina
A, com extensfc menor para acido pantoténico & vitamina E,
sugerinde uma pré-fortificagdo com 2s5tas vitaminas, a fim de
manter o8 niveis regueridos apés pasteurizagko.

0 aumento do nomero de  animais  “germ-Iree”,
gnotobisticos e SPF utilizados em pesguisas tem propiciado
consideragSes mais intereszsadas sobre téconicas de egterilizagio
de dietas. Vérios métodos existem, e a emcolha de um ou cutro
sstd sob s dependfncis de varios fatores, incluindo-ge o sielto
aobre o wvalor nubtritivo.

Os estudos dos efeitos dos méicdos tém revelado redugdo
na gualidade de distas esterilizadas por autoclavagem, redugéo
nos aminohcidos totals e pequeno efeito da gama~irradiacdo socbre

a gqualidade protéica e redugdo da disponibilidade de amincécidos
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em dietas expostas a0 Oxido de etileno (FORD, 1978). O autor
eztudou os efeitos dos métodos de esterilizacidco scobre o valor
autritivo da proteina em ume dieta comercisl para ratos. A
autoclavagem (121 ©C/60 minutos; 134 2C/3 minutoes) causou redugdo
na gqgualidade protéica, demonstrads pela redugdo do wvalor
hioldgico, NPU (Net Proteln Utilization) e digestibilidade e
reducio da dispanibilidade’daﬁ aminocédcidos, com efeitcs malores
ragultantes do tratamento a 121 9C/60 minutos. A irradiag8o (2.5
Mrad: 10,0 HMrad) apresentou peguenc efeito na gualidade da
proteins da dieta, enguante que & exXposligac ac Sxido de etileno
causou  redugio significativa na disponibilidade da histidine,
mebionina & triptofanc. ‘

Vdrios pares temper&turas/tempo podem ser ubilizsdos
pare a esterilizacio de dietas sutoclevéavels. O tempo reguerido
para obtengfo da esterilidade pode ser reduzido através do uso de
temperaturas mails altas, possibilitando a reduclic das perdas de
vitaminss (WILLIAME ef alii, 1868) & da cualidade proté&ica {FORD,
18786).

A perda da gualidade protéica pode ser atribuida a
destruicio dos aminocdcidos por oxidacis, & modificagio da
proteina devide & formaglo de pontes entre seus aminaacidos;
retardando & libers¢do dos mesmos dursnte & digest8o e & formagio
de ligagBes entre og amincdcidos & outros componentes da dieta,
tornando a proteina resistente & digestdo (BENDER, 187Z2:; CLABKE
et alii, 1877). |

ReagBes do tipo “Maillard” entre rroteinas e

carboidratos causam detericoracdc do alimento durante estocagem e

e

praocessamente, € a perda da gualidade nutricional & atribuida
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destruicgs de amincdcidos essenciais e & um decréscimo na
digestibilidade (FRIEDMAN, CUMBMANN & ZIDERMAN, 1887).

Un dos aminoécidos mais rapidamente injurisdos € a
lizmina: durante aguecimento sen grupo epsilon~amino sofre reagdo
de Maillard, tornande o amincdcido guimicamentes ligado e
nutricionalmente indisponivel (COATES, 1876; EKRATZER =% alll,
18807.

Partanto, a qualidade protéica peode ss deteriorar
durante mas condigdes de estocagem ou como  resuliadoe de
processamentos da dleta, sendo altamente desejével e recomendavel
a avalisgBo da gualidade wutricional das distas & seren
oferecidas aos animais (COATES, 1876; CLARKE et alii, 1877).

Varios métodos tém sido estabelecidos para a avallag8o
da aqualidade protéica dos salimentos. Estes métodos tém sido
revistos por diferentes pesquisadores (ALLISCN, 1848; EVANS &
WITTY, 1978:; PELLETT, 1878:; SARWAR & McDONQUGH, 1830;.

Oz métodos gquimicos permitem a avaliag8oe inicial do
valor protéice do alimento, através da determinacBo do contetdo
de proteina {geralmente determinada como “proteina bruta’, a
partir do contefdo de nitrogénio total)., da composigic e do
- gpeore- de - amincécidos, smendo - de facil execuclio e permitindo a
:dentificagio do amincécido limitante (escore quimico).

Entretante, © usc destes métodos ndo & suficiente para
determinar a qualidade protéica, apresentando diversas limitagles
(PRELLETT, 1978; SELIGSON & MACKEY, 1984):
~ nie distincBo do nitrogénio protéice e do nitrogénio naoc
protéico ne determinacio do nitrogénio total;

~ vproblemas assoclados com a andlise dos  amincécldos: Q
B2



procedimente de  hidrdlise pode influenciar © perfil de
aminoacidos, desde gue slguns aminocécidog podem ser gestruidoes,
.enqmanta que outros podem ser liberados mais lentamente; além
gimec, diferentes procedinentos analiticos podem resuliar em
diferentes pradicdes da gqualidade protéica;
- nEe considerssBo da digestibilidade e disponibilidade de
amincécidos, introduzindo -erres, vols alguns amincécideos podem
ster presentes em formas nfo susceptiveis & hidrdlise duranite a
digestso in vivo. sendo biologicamente indgisponiveis;
- nBo considerscdo da pf&aeﬂca de fatores antinutriciconsais e da
existéncia de desbalangos de aminocécidos, gque podem safetar &
gualidade protéics;
- problemas associados & escolha do padrdo de referéuncla para o
perfil de aminocacidos, desde que 35 vtilizegdc de padres
Aiferentes pode conduzir a resultados varisvelis sobre a gqualidade
de determinada proteinsa.

Pracedimentos microbloldgicos podem ser uwtilizados para
determinagio da concentragio £ disponibilidade de diversocs
nubrientes, aendo particularmente aplicados & vitaminas @&
aminoéeidgs. Os microorganismos  poden ser empregados na
determinagio de aminodcidos individuals em hidrolisados protéicos
ou para determinagdo diveta de proteinas intactas, stravés da
utilizaglo de suas enzimas protecliticas. Muitos organismos Lém
sido utilizados: Streprococcus symogenes, Tetrahymensa pyriformis,
Streptococous faecalls, Leuconostoc mesentercides {(EVANE & WITTY,
1978: PELLETT & YOUNG, 1880). Vaniagens advindas do uso de
metndos microbioldgicos enm relagho oz biolédgicos referem-se

principalmente & utilizacio de periocdos experimentals menores.

]
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Fntretants, deve-se considerar gue dificilmente um nicroorganisne

apresentard ypaperimentos e capacidade de utilizagBo metabdlica
de um determinado nutriente iguais aos dos animails de interssse.

As téenicas para avaliacBs bicoldgica das proteinas
foram desenvolvidas nos primeiros anos do séouln, sendo baseadas
no balange de nitrogénic (MITCHELL, 18923-1824) & no crescimento
(OSEORNE, MENDEL & FERRY, 1919}.

G PER (Protein Efficliency Ratio] foi introduzside por
OSROENE et alii (18183, indicando numericamente o valor promotor
de cregcimento de ume proteina, sendo definido como o ganho de
peao dividido pelo pesc de proteina consumida. Assim, este método
assume que o ganho de pese & indicativo da ﬁepagig%awde proteina
nos tecidos (TEMLER, DORMOND & FINOT, 1983}. E o método oficial
de avaliacic da qualidade protéica nos Estados tinidos & Canada,
sendn descrito no ACAC, Os procedimentos padronizados regqueren
que o ratos desmamados {(21-28 disa) sejam alimantados <om ums
Rieta contendo 10% de proieina por um pericds teste de 4 semanas,
e gque os resultados seinam expressos relativamente & dieta
controle ge caseina (AQAC, 1880). Entretanto, as industrias tém
padronizado condigdes diferentes, a fim de atender & ampla failza
de alimentos & sapem considerados - { BURNETTE - & -RUSOFF, 18783
HACKLER, 1878; STAUE, 1878).

0s walores de PER s#ic afetados pela lidade e pela
linhagem do animal, pela duragfio do experimento e pelos diversos
autrientes dietérios, sendo de maicr influfncia o nivel de
proteina da dieta (McLAUGHLAN, 18974; HURT, FORSYTHE & KRIEGER,
1976: SARWAR. PEACE & BOTTING, 1883).

4 maior critica ao PER & a nio consideragio da proteina
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utilizada para manutenciic (SARWAR & McDONQUGH, 1880). s=im, umas
proteina com PER  proximo de zers pode ser infericr para
crescimento, mas adequada para manutencic. A& fim de supsrar esta
deficiéneia, BENDER & DOELL (18587} desenvolversm um método, o NPR
{Net Protein Ratic), © qual credita a proteina utilizada para
manutencio, assumindoe que & proteina reguerida para evitar perda
de peso de raios alimenta&os com dieta aprotéica € sgulvalente &
proteing requerida pars manuLengao, rermitinde ent8c a svalisgio
de proteinss pobres gue nfo propiclam creacimento.

Assim, diversos resguisadores té&m sugerido a
substituicdo do PER por outros métodos mais adeguados, COmO
nétodo oficial de svaliscio da gualidade protéica (JANSEN, 1878;

SARWAR & McDONOUGH, 1830).

2.2.5 Qualidade microbiclogica

4s dietas de ingredientes naturais contém altas
concentragies de microorganismnos. 0Os materisis corus gue sdo
utilizados nae formulscdo de dietas freqtientemente apresentam alta
contagem bacteriana (105-107 microorganismos/grama), adguirida
durante célheita, manuseic e processamento {(CLAREE et alii, 1877;
NEWRERNE & FOX, 1880). Os produtes de crigem animal {farinha de
carne, farinha de peixe, farinha de ossc) representam & nalor
fonte de bactérias patogénicas nag racoes animais (ENAPEKA et
elii, 1974:; CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1884). Og cereails,
quando  cultivados. armazenados e manuseados em condigbes
favoradveis & proliferacio do fungo Aspergillus flavus podem estar

eontaminadas com Aflatoxina Bi, um potente agente carcinogénic
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produzide por este microorganisme (LAPA et adid, 18883, Us

alimentos frescos representamn uma fonte potencial de contaninacsio

bioldgica e devem ser evitados como suplementos & dieta basica
{NATIORNAL EESEARCH COUNCIL, 1977;. Ingredisntes submetidos a
tratamento térmico durante preparo {(farinhas, farelos, leite
dezidratadn) geralmente apresentam contagemn hacteriana baixa.
Amsim, a gqualidade dos ingredientes utilizados & de wvital
importAncia na determinacBo da qualidade ds dieta {(COATEL, 1876;
CLARKE et alii, 1877).

Idealmente, o8 animais de lsboratdirio deveriam ser
alimentados com dietas estéreis, iste €, livres ds toda
contaminasfio microbiana. Entretanto, o custo de tal éroceﬁimeﬁta
Timits o usoc destas dietas a animais com caracteristicas mails
sspecificas. Assim, as dietas fornecidas a animais gnotobloticos
devem ser estéreis, e o usc das mesmas € também recomendado pars
animais SPF (COATES, 1876; CLARKE et alii, 1877; NEWBERNE & FOX,
1980}, Os animais convencionais exigem auséncia de parasitas e
patbégencs, & o usce de dietas sstérels, embora desejivel, nfo &
indispensavel. A gqualidade wmicrobiolégica exigida por estes
animais pode ser obitida por processcs relativamente simples, como
. por exenplo..a aplicacie. de vapor durante peletizacio.

Varias condicbes de aplicagdc de calor tém =ido
descritas. FORD (1978) estudou o efeito de varias condigdes de
temperaturatempo (121 ©9C:80 minutos/30 minutos 15 minutos;
11600 60 minutoss30 minutos/15 minutos; 134 °C/3 minutes) sobre
organismos serdbices, anserdbicos ¢ leveduras e chiteve organlizamos
viaveis somente em amostras de dietas n8o tratadas & tratadss a

1158 oC por 15 minutos.
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WILLIAMS et a1ifi (1868) utilizsram wm cicle de
autoclavagen de 18-20 minutos, com uma Tase de altas temparatiurs
(135 ©C) por trés minutos, s&lcangando esterilidade completa,
baseads na ssterilidade de culturas de Bacillus
stearothermophilus e Bacillus subfilis. Hsses microcrganismns
foram inoculados nos  pelets de ragio, antericrmente &

vtoeolavagemn, nas Iormas vegetativa e szsporulada. A andliss de

LY

amostras de ragidd nEo sutoclavada indicou a contaminagsc com
RBacillus subtilis, Eacherichia coli, Llealigenes faecallis,
Streptococcus faecalis e um organismc coliforme nB, jdentificada.

FOSTER et alii (1864) demonstraram & auséncia de
orgenismos vegetativos {(Serratia ﬁwraesaensfﬁaailiué asubtilisy,
apds um processos de pasteurisagio de 6B minutos, mantends &
temperatura mals alta (107,2 ©C} por 15 minutos. Esporos de
Barillus subtilis foram incluldos nos testes, apresgentando apos o
tratamento &penas orescimento ceasional, © gue demonstrou o
sfeito letal do tratamento sobre esteas formes, indicando gus
niveis de pasteurizacio superiores ao esperads foram obtidos.

Turante a peletizacio de dietas, ¢ efeito combinado de
vapor € Ppressio provoeca o aumente da temperatura na matriz para
cerca de TH-B0 ©C, causando uma redugho de sproximadamente 1000
vezes na contagem bacteriana total (NEWBERNE & FOX, 198B0). Assim,
a utilizacio de dietss peletizadas € mais recomendavel, quando
comparads & utilizegs8o de dietas fareladas, permitinde malor grsu
de geguranca.

Hac ha entretantce método prescritc para assegurar o
ezterilidade de ingredientes e dietas ou exclulr a possibilidade

de contaminacEc durante a manufatura, sendo portanto necessirls,
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a avaliagzo microbioltgica da racBo (KNAPKA et alii, 1974
NEWBERNE & FOX, 1880).

Padrfes microbiolégicos foram publicadoz para dietas
de ingredientes naturais n8c esterilizadas. astabelecendo
procedimentos de amostragem e de anidlises microbicldgicas & tipos
e niveis aceitdveis de microorganismos {CLARKE et alii, 1877). De
scordo com eshes padré&s,'SﬁEmOﬁelia e Kscherichia ceoli tipoe 1
devem estar ausentes da dieta, e ndc mais do que 10 organismos
coliformes presuntivos ou mais do gue 5000 arganismos tetrazélio-
positives {organismos viéveis a 37 20} por grams de dieta podem
eztar presentes.

No Brasil, a legislaglo refsrente & alimaniaaé@ animal
& limitada e parcialmente desconhecida, & as industrias aplicam
procedimentos diverscs para avaliacio das ragdes e matérias-
primes. Assim, ¢ assunto sera discutlido no capitulo “Resultados e

Dizmecussdss” deste trabslho.
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TABELA 1. Peso corporal médio (M) e amplitude das médias (A)
navas 26 linhagens de camndongo, segundo POILEY {(187Z2) apud
NATIONAL REZSEARCH COUNCIL (187873,

Feémeas Machos
Idrde (dias;

M (g} A (g) M (g} A {(g)
21 10,2 ‘ 7,5-14,8 11,0 7,7~15,8
28 14,2 9,9-18,86 18,7 11,3-20,5
42 18,8 13,1-25,8 21,0 14,4-28,7
58 21,5 15,1-28,8 24,1 16,1-30,8
112 28,1 21.1-37,6 30,7 23,2-38,7

TABELA 2. Feso corporal médio (M) e amplitude das médias (Ay de
ratos Sprague-lbawley e Fimchersa, segundo POILEY {1872) apud
NATIONAL RESEARCH COUNCIL (18783,

Sprague-Dawley Fischer
Tdade {dias}

M o{g) A (8 Mo{g) A (&)

21 M 48 50~-61 - 24~-38
Feo 44 4563 - 22-38

Z8 t s 7i-114 53 28~55
F 84 Fi-130 44 35-81

58 M 236 208208 160 155-208
¥ 185 188~265 123 105-1566

B4 M 385 317-385 256 183238
¥ 230 231283 182 112-175

= As wmédiag sBo valores fFornecidos por deis  diferentes
isboratérios, enguanto que & amplitudes &0 ‘provenisntes ds
apenss U iaboratoric, onde 08 PesSos médios sio supsriores.

B Machos.

= Fémeas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Dietas purificadas

3.1.1 AIR-T76

4 diets AIN-T78 (tabelas B, p. 72} feci vtilizada «©

v

o

m

3]

dieta—controle em todos os ensalos bioldzines realizades neste
trabalho, & excegdo do altimo ensaio de avaliaclc da eficiéncisa
protéice operacional {(EPop).

As misturas mineral (tabels 21, p. 89) e.vitaminics
{tebels 22, p. BB) foram adaptadas segundo as recomendagles da

ADAL {1875) & aa NUTRITIONAL BRIOCHEMICALS CORPORATION

(1877/1878), respectivamente.

3.1.2 AIR-BC

A dieta AIN-80 (tabelas 10 a 12, p. 73} fol utilizada

como dieta-controle no Gltimo ensaio de avaliacdo da EPop

realizado neste trabalho.

As quantidades necessfriss de AIN-TE& E AIN-30 foram
formuladas previamente s cada ensalo e consarvadas sob
refrigeragio (5% £}, sendo administradas aos animais na forma de

pd finoe.

3.2 Dietas de ingredientes naturais
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Foram analisadas tre_ gi.tgs de ingredientes naturais

formuladas por uma Ttnica firms.

3.2.1 Raggo NUVILAB CR-1 autoclavavel

Esta racdc, indicada como alimento para camandongos &
ratoe de laboratorio, apresenta as seguintes carscteristicas, ds
seordo com informacdes do fabricante {(rdtulo registrado na DIFIBA

apkh n® 14842):

COMPOSICAEO BASICA: milho moido, farselo de trigo, farinha de torts
de soiz, farinha de carne, farinha de peixe, fosfato bicéicico,

carbonato de céleio, sal comum, suplementos e aditivos,

EVENTUAIS SUBSTITUTIVCS: sub-produtos do milho, sub~produtos do
Arroz, alfafa, cevada, farinha de sangue, Tfarinha de penas
hidrolisadas, farinha de torta de girassel, soro de leite
dessecado, soltveis dessecados do pescado, gordura  animal,

fFarinha de casca de ostra.

NIVEIS DE GARANTIA:

Umidade (max.) 12,580%
Proteina bruta (min.)} 22,00%
Extrato etéreo (min.) 3,00%
Matéria fibrosa (méx.) g9,00%
Matéria mineral (mé&x.) _ 8,00%
Céalcic (méax.) 1,40%
Fosfore {(min.} 5,60%
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ENRIQUECIMENTC POR QUILOGRAMA DO FRODUTO:

VITAMINAS: Vitamina A, 25.200 UIl; Vitamina Us, Z2.3100 Ul;
Vitamina B, 80,00 mg:; Vitamina Ks, 12,50 mg; Yitamina Ba, 14,40
mg; Vitsmina Bz, 11,00 mg; Yitamina Ba, 12,00 mg; Vitamina Biz,
5,00 ug: Aeido nicotinico, 52,50 mg: Acido pantoténico, 112,00

mE beido folice, 6,00 mg; Biotina, 0,268 mg:; Colina, 1,100,080 ng.

MICROELEMENTOS MINERAIS: Ferro. 50,00 mg; Zinco, BG,00 mg;
Cobre, 10,00 mg; Iodo, 2,00 mg; Manganés, 60,00 mg; Selénio, 0,05

mg: Cobalte, 1,50 mg.
AMINCACIDOS: metionina, 300,00 mg; lisina, 10G,00 mg.

ADITIVO: antioxidante, 100,00 mg.

3.2.2 RagBes para ensaio produzidas por Fuvital Hutrientes

Litda.

Foram avaliadas dietas contendo proteina vegetal a 1BX
e a 22%, segundo informagies do fabricante, gendn denominsdas
neste trabalho de ragic “NUVITAL 18% wvegetal” e ragho “NUVITAL

29% vegetal”, respectivamente.

Tadas as dietas de ingredientes naturals foram
avalisdas nutricionalmente somente apds autoclavagem, a qual Ioi
faita no CEMIB-UNICAMP, segundo suas normas de rotina.

Apés autoclavagem, as dietas forsm entregues para os
snsaics, sendo congeladas {-180 £} guando necegssario,. Hos dias

préximes ao usoe, foram retiradas do freezer e mantidas sob
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refrigeraty, (50 ), sendo administradas aos animale na Iorme
peletizads. Microbiologicamente, & Tachs foi analisads

imedistamente apfs sua recepgio no laboratdric.

3.3 DeterminacSes gquimicas para avaliagBo da gqualidade

protéica: nitrogénio, proteina e determinacic amincacidica.

NITROGENIO: = determina§§0 de nitrogénio total das amostras foil
feita pelo método de Kjeldahl (semi-micro}, utilizande como
catalisadores na fase de digestBc das amostras o sulfato de
potasaio {(K=804), © sulfato de cobre (CuS0a) (GUKNING, 1880;
ARNOLD & WEIDEINEYER, 1882, apud MONTES, 1866) e f? didzido de

tithAnio (WILLIAME, 1B73).

prOTEIRA:  determinada come “proteina bruta’”, multiplicando-se
o nitrogénioc total encontrado pelo  fator de conversio
nitrogénio->proteina: 6,38 parsg caseina e o fator geral 6,23 para

as dietas contende oubtras fontes protéicas.

DETERMINACAD AMINOACTIDICA: foi feita apos hidrdlise Acida, em
analisador Beckman 118 CL, de acordo com BECEMAN INSTRUMENTS
{18773, pelo método da resina de troca iénica. A determinacgic do

triptofanc foi feites pelo método de CONTRERAS GUZMAN & LAPA
QUIMARAES (1889), basesdo na reagio do triptofanc com antrona,

com formagie de um composto colorido.

3.4 Avaliasgie biolégica da qualidade nutricional das dietas

A avaliacioc nutricional das dietss fol feita através Qe
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engsaics bioldgicos com ratos, reslizados ne  Laboratdrio de
Ensaios Bioldgicos do DEPAN da FEA-UNICAMP.

Foram realizados ensaios de avaliaciBo da eficiencia
protéica operacional {EPop) e balanco de nitrogénio.

Parz estes ensaics, foram utilizados ratos albinos
machos SPF, da linhagem Wistar Hannover, recém-desmamados {(21-20
dias}, provenientes do CEMIB-UNICAMP, os quais foram mantidos em

ambiente com temperatura ac redor de 22 °C, umidade controlads =

{luminacic artificial com ciclos de luz-escuro a cada 12 horas.

3.4.1% Avaliacio da eficiénecia protéica operacional {EPop)

Para esta avaliacf8io, o0z animais foram pesados e
colooados em gsiolas individuais, com agua € ragido ad 1ibifum,
para um periocdc de adaptaglo de trés dias.

A seguir, os animals foram repesados e divididos en
grupoa de dez animals por diets, sendo aubmetidos &z dietas por
um pericdo de 2B dias. Neste periodo, as dietas foram renocovadas
spéa  vezeps pOY  Semana, registrando-se  também, nas  mesmnam
neaaides, o consumoc de alimento pelos animals e os pescs dos
mesmos. Ao final dos 28 dims, fol caleulado o valor da EFop pars
cads animal, através da raz8o entre o ganho de peso em gramas © a
gquantidade de proteins ingerida também em gramsaz, =segundo OLSBORNE
et alii (1918}.

Heste trabalho. foram realizadeos H  engalics pars

avaliacio da EPop.
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3.4.2 Balang, de nitrogénioc

0 balance de nitrogénic foi realizado segundo ALLISON
{1849},

Para ¢ ensaio de balango de nitrogénioc, o0z animals
foram pesados e dividideos em grupos de § animais por dista,
procedernddo-se de mode a obter médiasg e degvicg-padrfes de peso
préximos entre oS grupos.

Ns animais foram colocades em galolas metabdlicas
individuaiz, sendo submetidos a um perliodo de adaptacioc as dietas
durante 8 dias, recebende gua e raglo ad libitum.

ApSs este periocdo, os animais foram novamente pegados &
rrocedeu-se ao balanco nitrogenado durante 5 dias, com coleta de
feres e urina para andlise, registrando também a variacio de peso
dos animais e o consumo de alimento pelos mesmos durante o
periodo do balango.

¢ balango de nitrogénio permitiu a determinacio da
Digestibilidade Aparente {Da}, do Valor Biolégico Aparente (VBa)
e da Utilizaclo Liguida Aparente da Proteina (NPUa)}, conforme

PELLETT & YOUNG (1B8O}.

Em todos of enssaiog bioldgicos, o controle de peso dos
snimais e de consumo de dieta permitiu ¢ caleoulo do copficlente
de eficifneia alimentar (CEA), mostrando a relaglc entre ¢ ganho

de peso pelo animal e a dieta consumida (PELLETT & YOUNG, 18803,

Estes indices Foram calculados individualmente para

cade animal, permitindo o céleulo deo valor madis & desvioc-padrio
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rz cada grupo experimental

w

1w

g

3.8 AvaliagZo microbicldgica

Foram utilizadas amostras da dista comercial NUVILAB-
CR-1 autoclavavel {(Nuvital Nutrientes Litda.), descrita no 1lten
3.2.1, nas formas nao autaélavada, sutoclavada & retirada apds 72
horas dos cochos dos animais.

Executaram~se o8 seguintes testes micrcbiolégicos:
contagem padric em placas de mesdfilos aerdbiocs, bolores =
leveduras, Staphylococcus aureus, coliformes totals, coliformes
fecais, Salmonella, clostridics sulfito-redutores é Bacillus
cereus.

Foram também realizados os seguintes testes com kits de
andlise bhacterioldgica rapida: rontagem  total, olores €
leveduras, coliformes totals e Staphylococcus aureus.

Oa meins de cultura utilizados nas andlises £ suas
respectivas procedénclas encontram-ze relacionados na tabela 23
{p. 88;5.

. As  amostras utilizadas foram coletadas no CEMIB-
UNTCAMP, durante o periodeo de janeiro de 1980 a malo de 1891.

Toram feitas 5 coletas nas seguintes datas: 22 de
janeiro, 02 de abril, 14 de malo e 27 de agosto , no anc de 1830
e 07 de maic, no anc de 1881.

As amostras da primeira ccleta foram destinadas &
determinacio de umidade & atividade de agus, snguanto gque &2

"

demais Fforam submetidas também as andlises microbiol

gicas:

o

07/04 e 14705 de 1880: métodes convencionals;
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27/08/1890: ny ndos copvencionais e kits de sribflize

bacteriocldgica répidsa;

07/05/1981: kite de analise bacteriolégica répida.

Obedecendo normas vigentes no CEMIB, as eoletas foram
feitas - pelos  funcionéries  do préprio bioctéric em fraes os
esterilizados, gue foram trazidos para O laboratdrioc para

execucio imediata des andlises.

3.5.1 Preparo das amosiras

A= amostras forsm pesadss assepticamente en reclipientees
estéreis. Adicionou-se o diluente Agua peptonada 0,1%  em
quantidade suficiente para sbter a diluigsc inicial de 1073,
procedendo~-ge & homogeneizacdo da mistura por 7 minutos enm
liguidificador. A seguir, foram preparadas as diluicgles 107% e

10~2 . no mesme diluente.

3.5.2 Teastes microbloidgicos

CONTAGEM PADRAO EM PLACAS DE MESOFILOS AERCBIOS: foi utilizada a
téonics recomendada por BUSTA et alii (1884) no “Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods"” (SPECK,

18843,

BOLORES E LEVEDURAS: pare enumeragio de bolores e leveduras fol
ptilizado o procedimento recomendado por ROBURGER & MARTH (1884;:,
no “Compendium of Methoeds for the Micreblological Examination of

Foods™ {SPECE, 1884).
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STAPHYLOCOOOUS AUREUS: foi utilizade 2 t€onirca de plagueamento
direto em superficie, recomendada pelo ICHMBF (1883). Apds o
periodo de incubagko, placas contendo de 20 s 200 colénias foram
selecionadas & contadas pars colbnias conforme recomendagdes do
método, sendo entdo testadas pars producio de coagulase {(TATINI,

HOOVER & LACHICA, 1884) e. guando necesséric, foram conguridos

sctes adicionais de exame microscoOpico {(coloracso de Gram). de

ot

reacho de catalase (SPECK, 18B4) e de produsio de fermonucleass

(ICHMEF, 1B8B3}.

COLIRORMES TOTAIS: determinou-se © Npers mais provavel (HMP) de
hactérias coliformes, segundo metodologlia de MEMLMAK - (1384}, no
“Compendium of Methods for the Microbiclogical Examination of

A

Foods' (SPECK, 138843,

COLIFORMES FECAIS: foi determinado o HMP de coliformes fecals,
semundo metodologia de MEHIMAN (1984), no “Compendium of Methods

{"‘

far the Microbiclogical Exemination of Fooda" (SPHECK, 1B834).

CALMORELLA: foi investigada a presenga de Salmonells em 25 gramas
do produte. segundo recomendacﬁés de POEIMA, ANDREWS & BILLIKER
(1884), no “Compendium of Methods for the Microbieological
Examination of Foods" (SPECK, 1884).

CLOSTRIDIOS SULFITO-REDUTORES: as amostras coletadas em 0Z de
shril e 14 de maio de 1890 foram examinadas segundo a metodelogia
de CDPECK & GRAVEE (1884), no "Compendium of Methods for the
Microbiclogical Examination of Foods™ (SPECK, 1884), =a gual
determina © numerc de egporos ds Deeulfotomaculum nigrificans,

responsével pelo fendmeno de deterioragdo sulfidrica. Fars =

-
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ise da amostra ocoletads em 27 de agoste  de 1882, fol
utilizada a metodologia de HARMON er alii (1371) para enumeracic
de (Clostridium perfringens, gquanto acs melios de cultura e métode
de asemesdura, oom a caracterizacBce de clostridios zulfito~-
redutorss fﬁiﬁa pels incubaglo a 469 U por X4 noras  em
anasrobiose, d sacordo com a Portaris Q0171887 da  DivisEoc

Nacional de VigilAancis Sanitéria de Alimentoo-DINAL {(ABIA, 1883},

BACTLLUS CERFUS: pars a contagem de H. cereus foi utilizada a
metadologia de plaguesamento diretc em superficie, descrita por
UARMON & GOEPFERT (1984) no “Compendium of Methods for the

Minrobiological Examination of Foods” {SPECE, 1B84}.

3.58.3 fin&lise bacterioldgica répida

Para a andlise bactericlégica rapida, foram utilizados
wita do sistema Hy-Food-Test (HFT}), produzidos pela empresa Hy
Labs, sspecializads na produgBo de kits para andlise no campo de
satde puklica e alimentag&o.™

HET & um sistema de teste, no aual o3  melos
hactericlégicos de oulturs, eatérilizaﬁas por lrradiacio gama,
estio aderidos em uma pad & podem aer mergulhados em liquidos ou
.usadaa por contato em superficie.

Yepram realizados testes de Contagem Total, Bolores =
Leveduras, Coliformes Totals e Staphylococcous aureus, de acordo
com recomendagfes do kit, gue detecta 102 & 1&7 organismoss/ml,

ap&e incubacBo & 3080 por periodos pré-determinados.

3 material ubilizade foli doado pels TEPAL S5.A. Inddstrias
uimicas.
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3.5.4 Determinacio de umidade e atividade de agua

Para estas determinacdes, as amostras de ragdc Iforam
ryituradas en um moedor de café Braun Aromatic KSM ZE.
4 nmidade das amostras foi determinads por gravimetrisa,

por 8

33
{3

agem em estufa a 105 °C, até pesoc constante (LENEEIT &
BACEER, 1888 apud SILVA, 1881;.

4 atividade de &puns foi determinesde no higriémeiro
s1atrice Novasina Aw-center, O guel realizs &z mealdasads oW
temperatura controlada, em trés mensores

As determinacfes de umidade e atividede de dgua foran

feitas enm triplicata.

3.6 Ansalise estatistica

Na resultados obtidos nos ensalos bloldgicos com trés

o

tyatamentos foram submetidos & anélise de varidneis e ao teste F,
para werificar a existéncia de diferengas significativas enlre
médiss. Quando diferentes, Julgou-se o contraste entre médias
pelo teste de Tukey, &0 nivel de 5% de significéncis (PIMENTEL
GOMES, 1870}).

Pare enspios bicolégicos com dois tratamentos,
verificou-se & igualdade das variéncias pelo tests F de Snedecor.
As diferencas entre medias com  vari8nclias igusis foram
determinadas pelc teste Tt7 de Btudent, enqguanto gue  as
diferencas entre médlas COm varifincias diferentes, pelce tests

T de Behrens-Fisgher, ao nivel de &% de sgignificancia (DOWDY &

WEARDER, 1883).

o
=]



il

ara  H18uUNS  parfpespss  foram  tracadas  curvas  de
regresafic  linear »=lo método deas minimos quadrados, € 0 &
significéneia do coeficiente de correlagdo, r, fol determinads de

acordo com GRANER (18887,
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4. RESULTADOS E DISCUSSORS

4.1 Dﬁterminag:éaﬂ gquimicas para avaliacao da gqualidade
protéica
4_.1.1 Proteina

0 contefds de proteina bruta da dieta NUVILAE CE-1
autoclavavel foi determinadoc em amostras tomadas em tempos &
intes distintos. Os resultados obtidos sic apresentadoz na tabela
=4 {p. 118} Juntamente com valores encontrades para as dietas
NUVITAL 1B% vegetal e NUVITAL 2U% vegeatal.

Os valores encontrades para a dieta comercial NUVILAB
tR-1 autoclavavel estis de acerdo com as especificagdes
ssrabalecidas peln fabricante, as gquais indicam um contelds
dietério minimo de 22% {(rdtule registrado na DIFIBA sob n®
14842, concordands com 08 valar@s encontrados na maloria das
dietas de ingredientes naturais sdeguadas para ratos @
camundongos, gue contém 18-28% de proteins.

De acorde com COATES (18978) e BAKER (1878}, o nivel de
50% de proteina de fontes vegetais o animais tém sido considerado
suficiente, desde gue inclus uma proporgdc de proteina de hoa
qualidade como farinha de peixe, leite em pO ou farinha de s0jsa.

Pode—ae obssrvar gue oS reguerimentos do NRC sio
atendidog, os qusis recomendam niveis de 15-20% para crescimento,
gestaclc ou lactagd@o de ratos alimentado% com distas de

ingredientes naturals; para camundonges, o nivel recomendado € ge
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12,5% de proteing {como caseina e amincécidos) pars crescimento,
e 1B% vpara reprodugdoc gquando alimentados com  dietas de
iﬁgreﬁientﬁs naturais (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878).

As dietes BUVITAL 1B8% vegetal e NUVITAL 22% vegetal nio
=56 dietas comercializadas. Foram produzidas exclusivamente para
os ensaios deste trabalho e formuladas apenas com ingredientes de
origem vegetal, na tantativa de eliminar o apcrte protéiece de
origem animal para minimizar a contaminachio microbicldgica.

0 yresultado obtido paras a dieta NUVITAL 18% wvegetal
indicon um conteads protéice inferior ao especificado pelo
fahricante, com boa concordancia no case da dieta NOVITAL Z22%
vegetal. Os valores encontrados para estas dietas‘atenﬁem a0s
reguerimentos nutricionais para ratos e camundongos (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 18978).

A dieta HNUVILAR CR-1 autaalavéve:l & uma dieta de
ingredientes naturais de formala fechada. Assim, suas
especificagfes incluem apenas uma lists de ingredientes gue podem
seyr utilizades na formulagBo, Juntamente com a garantia de
concentracies maximas e/oun minimss aceitavels de alguns
nutrientes, nio permitinde o célculo das concentracfes dietarias

de nutrientes.

4.1.2 ComposigBo aminoacidica

Oz resultados obtidos na determinacio da composigdo
aminpacidica das dietas de ingredientes de ingredientes naturals
ko apresentadas na tabela 25 (p. 118).

De acorde com HNATIONAL RESEARCH COUHRCIL {1878), os
21



requerimentos de aminoacidos =s8c relacionados & sconcentragio
protéice da dieta. Os reguerimentos para ratos afio bageados em
dietas gue contém 12X de proteina {tabela 3, p. 70, enguanto que
para camundongos, em distas que contém 12,5% de proteina (tabela
4, . T1). Em geral, o reguerimentc para um aminoacido tende a
crescer com o.ammanta do conteldo protéico guandd SXPressc COmo
porcentagem da dieta, mas éaée permanecer constante ou decrescer
levemente quande expresso comoe porcentagem da proteins. Desde que
az dietas comerciails apressntam contetdos protéicoas guperiorses
dqueles sobre os Quails s baseism os requerimentos amincacidicos,
os wvalores obtidos foram comparados aos reguerimentos pela
expressio em termos de porcentagem de proteina {tabelé 28,p. 1203,
& expressos Lambém como porcentagem dos reqguerimentos para ratos
s camundonges, a fim de obter informacdes sobre a limitagdo e o
balance de aminoacidos das protelinas dietarias {(tabsla 2Z7,p.120}.
A tabela 25 {(p. 1189) indica gue quando 08 resultados da
composigico de amincdcidos sic eXpresscs 2m Lermns de porcentagsm
Aa dieta, de um modo geral o conteldo de amincdcidos & superior
nzs dieta NUVITAL 22% wvegetal, sendo seguido pelo oonteldo da
dieta NUVILAB CR-1 autoclavavel e finalmente pelo conteddo da
dieta NUVITAL 1B% wvegetal. Entretanto, a gxpreasic em porcentagen
da proteina revela teor mais elevadce das trés dietsas no conteddo
dos seguintes amincécidos:
- NUWILABR CR-1 autoclavavel: nfc ocorreu Leor mais elevado;
- NUVITAL 18% vegetal: lisina, metioninatcistelna, triptafanc e
histidina;
- NUVITAL 2% wvegetal: isolsucina, leucina, fenilalanina+t

tiromina, valina, arginina e amino&cidos ndo essencilais.
22



Comparando-se cos resultados ds compesiche emincacidica
dee dietas Ccom o Yeguerimentcs Dara ratos e canundongos {(tabelas
o8 e 27, p. 1203, verifics-se gus OB amincacides sulfurados
(MET+CYS) s3o os mais deficientes, constituindo-se aminocédcidos
limitantes. Diversas Iontes protéicas tém se mostrado limitantes
nestes amincacideos (BARWAR, PRACE & BOTTING, 18853, aardo
caracteristica comum a tadas as sementes de leguminosas (EVAND &
BAUER. 1978; SGARBIERI, 1980). Entretanto, a baixa concentracio
desses aminofécides pode ser stribuida, em parte, & destruigioc
durante a hidrdélise &dcida.

Deve—se notar gque a nova dieta AIN-80 apresenta um
conteado de  amincédcidos sulfurados (4% da px*o;;eina} gue
representa B0% do valor encontrado na antiga AIN~-T8& (DX da
proteina). Além disso. alguns pesquisadores tém sugerido gue o©
reguerimento do NRC para amincdoidos sulfurades é muito alto como
o minimc neceaséric para & sintese protéica, € tém sugerido
valores em torno de 4% da proteina {SARWAR et alii, 189BEY.

Eﬁi relacio aos amincécidos essenclais, =& dieta NUVILAB
CR-1 autoclavavel apresentou 88 DENOres guantidades. De acordo
oom MATSUNO et alii (1876) e REDFORD & SUMMERS (1885), o
suprimentc dietérioc de sminodcidos essenciais na taxa de 50X em
relacho acs aminoédcidos totais geram desempenho maximo de animais
{freangos € ratos) em crescimento. AS dietas experimentais
utilizadas neste trabalho apresentaram taxas de 45% a BO¥% (tabela
o8, p. 120). De acordo com esaed sutores, a ubtilizagBo de taxas
adeguadss € de importéancia, desde gque tTaxas inferiores {(30%)
representan deficiéncisa de amincacidos essencials e  gasto

sxcedente de energis para exoregio do excesso G nitrogé&nio.
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devide ao excesso de amincdcidos nfo essencials, snguantc que
raxaz muito elevadas (65%) causarfic taxas de dessminagio
insuficientes para preencher os reguerimentos para sintese de
aminocdcidos nBo essenciais, necesséria para méximo desempenho
animal.

Az dietas, ocomparativamente aos requerimentos HRC,
apresentaram as seguintes brﬁens de deficiéncias para ratos, com
as porcentagens em relaglo aocs requerimentos indicadas entre
parénteses:

-~ NUY¥ILAR CR-1 asutoclavével: deficiente em metioninatcisteina
(43,00%), lisina {84,81X), triptofanc {86,40%), com velores bem
proximos aos requerimentos para histidina (86,4085 »

-~ NUOYITAL 18% wvegebtal: deficiente em metioninatceiasteina (57,00%);
- NUVITAL 22% vegetal: deficiente em metioninatcisteina {(49,00%})
e lisina (91,42%).%

Para camundongos, as dietvas apresentaram deficiéncia
apenas de amincécidos sulfurados {metionina+cigteina), <om
53,75%, 71.25% e 61,25% em relagfc acs reguerimentos, para
NUVILAB CR-1 autoclavével, HUVITAL 18X% vagetal o NUVITAL Z2Z2%
vegetal, respectivaments.

A andlise das tabelass 26 e 27 (p. 120} revela e,
para camundongos. as quantidades de amincécidos, A eXOaGRO

dcs sulfurados, excedem largamente o8 valores recomendados,

«fs mesmas dietas, comparativamente & dieta purificada AIN-UG,
cujo teor calculade de aminchcidos sulfurados na proteina esté
prozime de 4% e ndoc bEA como O recomendado pele NEC, apresentam
entin: 53,78%, 71.25% e $51,25% para NUVILAB CR-1 autoclavével,
NUVITAL 18% vegetal e NUVITAL 22% vegetal, regpectivamente.
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confirmando o fato de gue em geral as concentrag¢ies de nutrientes
nns  dietas de ingredientes mnaturails apresentan considerivel
ewcessc sobre og reguerimentos estimados {RATIOHAL REISEARCH
COUNCIL., 1878). A arginina & o aminoadcide que mais excede en
relagio aos requerimentos, & esta oshservacic € também valida para
ratos. Este aminodcido estéd presente nas dietas sxperimentals em
niveis gue wariam entre 130 a 144% em relacBc acos reguerimentios
de ratos, enguanto que Ppara camundonges, 270 a 300X, Este
aminodcido €& essencial para © crescimente de rabes Jjovens, €
poasivelmente ndo € requeride para manutengdo de raios adultos
(BAKER, 1878). Em relagic & camundongos., este aminoécido parece
niko ser essencial. 0Os sstudos de JOHN & BELL (iQ?S} sobre
requerimentos de camundongos em crescimento ndo demonstraram
requerimento de arginina, desde que © minimo nivel deo aminocécido
oferecide sos animais ndo gerou efeitos adversos, confirmando
sstudos anteriores, 08 quals revelaram gue & omissio de arginina
nEs reduziu s taxa de crescimento de camundongos, demonstrando &
capacidade de sintese do aminoacide por esses animais (BAUER &
BERG, 1843b apud JOHN & BELL, 189767,

Outro importante fator s sexr considerado & o kalango de
aminoécidosn, desde gue o valor nutritivo de uma proteins depende
n&o apenas do conteldc. mas também da existéncia de proporedes
adequadas entre 08 8EUS amincacidos, e a ingestlo de dietas com
guantidades desproporcionais de smincécidos causas alieraches nas
respostas fisiolégicas dog animais (PENG, 1878: TACEMAN et ealil,
1080). De acorde com BEDFORD & QUMMERS (1985}, as possibilidades
de desbalangos S&0 MEROres quando os amincéclidos egsencialis entio

presentes em Pproporgdes entre si semelhentes &8 existentes nos
g
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requerimentos, possibilitande a utilizagdo da proveina com méxima
eficiéncia.

As dietas estudadas apressntamn deabalangos,
principalmente para ganundongos, evidenciados pelos altos
excessos e deficiéncias emn relagBo aos requerimnentos para estes
animais {tabelag 28 e 27, p. 12G;. Para ratomn, os desbalancos =80
pouce acentuados, desde éu& aejam corrigidas as deficieéncias,
permitindo, provavelmente, uma adaptagho metabdlica as distas,
com sobrevivéncia e crescimento adequados (MERCER et alii, 1284,
TACKMAN et alii, 15803}.

£ importante salientar que tails inadegquagdes podem 3er
resultantes do fato de gue as dietas geraimente s80 Qaaomendadas
para atender o8 requerimentos nutricionais de ratos e
camundongos, nos diversos estéglos da vida degses animais. Iato
acorpre mesmo para as dietas recomendadas  como dietas de
referéncia (KHAPEA et alil, 1974: AMERICAN INSTITUTE OF
NUTRITION, 1977). B notavel, em alguns casos (LYS, PHE+TYR. ARG).
a diferenga existente entre requerimentos de ratos e camundongos
{tabela 26, p. 120)}. Deve-se considerar que es83as8 difwnrengas
podem estar assocladas 20 fato de gue o8 requerimentos para
camundongos Foram estabelecidos com base em eatudos de JOHN &
BELL {1878), enqgquanto que para o8 ratos, foram estabelecidos com
base sm estudos de diversos autores {NATIONAL RESEARCH COUNCLL,
187R). Desde gque para salguns nutrientes o3 reguerimentos sio
divergentes sntre as duas sapéciag e entre o8 diversoes eghigios
da wvida, o caminho mais sdeguado provavelmente sgeria no sentido
de formulagioc de dietas especificas para cada espécle e estagios

ds vida nos gueis 08 reguerimentos se aproximassen. Visto gque og
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grandes centros de bicterismp smpregam a mesna racis, & evidente
que a viabilidade escondmica se impfe sobre o crescimento dtimo, ©
gue nao inviabiliza a obitengio de animals spaudiveis.

A  tabels 28 {w. 121) apresenta & compasicio
aminocacidica das dietas estudadas comparativamente 4as dJdietas
recomendadas de ingredientes naturais, descritas e referendadas
no item 2.2.3 deste trabalho.

Diversas ohservacdes podem ser feltas através da
analise da tabela, gue em geral indicam semelhangas ou mesno
tegres mals elevados das dietas experimentais guande comparadas
as recomendadas, & excegdo dos aminodcidos sulfuradaaf que esgtio
presentes em maicores quantidades mnas dietas recomendadas.
Entretanto, o8 wvalores indicadog para as dietas recomendadas
comparados aos requerimentos {(tabela 286, p. 120) permitem notar a
existincia de deficiéneias de alguns amincaécidos nestas dietas.

A determinagdc da composicio aminoacidica representoun
uma avaliagino preliminar das dietas, especialmente das vegetals,
wigando vefificar a viabilidade de eliminacio do aporte protéico
de origem animal. Os resultados cobtidos indicaram gue as dietas
atendem os reguerimentos de NRC, em relacic mo conteddo protéico,
mas aio inadeguadas do  ponto de composigBo  aminoacidica,
apresentande deficiénciaz & desbalangos de aminodcides.

Entretanto, as principais limitacSes da andlise de
aminodcidos em alimentos s&o a destruicdo dos amincdcidos durante
a hidré&liss Acida & a discrepingis gque pode goorrer snitre o
contetdo de aminodcidos e a disponibilidade nutricioral (PELLETT,
18978y, Assim, conaiderando-se gque egia anidlise representa uma

etapa do estudo e nic define suficientemente a gualidade
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nutricional das dietas, foram conduzidos snsalos bicldgicos com
as dietas, exceptuando-se s NUVITAL 18% vegetal, porque a mesna

nfo apressntou teor protéico compativel com as egpecificagdes do

fabricante,
4.2 Avaliacio biolégica da qualidade nutricional das dietas
4.2.13 Avaliac8o da eficiéncia protéica operacional {EPop)

A avaliacfo da EPop é um méfodo baseado no crescimento,
expressandoc numericamente o valor promotor de crescimento de
proteinas, pela relagdo do ganho de pesc com a gquantidade de
proteina ingerida, como descrito por OGHORNE et alii (1818):; o
método original descrite por esses autores recomendava a
avaliac8o de cada proteina em seu nivel otimo, isto &, «Om a
maxima relacBo acima citada. Posteriormente, =asta recomendacio
ndo foi adotada, =stabelecendo-se, ac longo do tempo, condieies
experimentais padronizadas. O FER {(Protein Efficiency Ratio},
sdotado como procedimento oficial de medida da gualidade protéios
nos Estados Unidos e Canada {JANSEN, 1978). representa a relagido
determinada sob condigSes experimentals padronizadas: ratos
desmamados (21-28 dias), alimentados com dietas contendo 10X de
proteina por um periodo teste de guatro semanss, € com reguliados
expressos em relagBo & dieta-controle de caseina (ACAC, 19807 .

Neste trabalho, estas condicles ndo farém integralmente
adatadas, utilizando~-se as dietas como séo, desde que o inverssae

inicial foi o estudoe do walor promotor de cyreacimento  das
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proteinas na composicic dietaria complsta das dietas, bem como ©
estudo do valor promotor de crescimento da dieta comoe um todo,
adotando~se o termo “eficiéncis protéica operacional (EPop}’.
Foram realizados cinco ensaios com lotes distintos ahrangends um
periodo de 27 meses para avaliagdo da EPop. A tabels 28 (p. LZ1}
identifica as dietas wutilizadas em cada ensaio ao lado do
reapectivo conteldo pratéiéo.

Hos quatre primeiros ensalos, a dieta AIN-TE foi
utilizada como dieta-controle. Esta dieta & indicada pars ratos &
camundongos e recomendada como dieta de referéncia (AMERICAN
TNSTITUTE OF NUTRITION, 1977). Ho quinto ensalo, fol utilizada =
dieta AIN-90, a gual representa uma proposta de madificaqéc da
dieta AIN-78, wizando aperfeicoar a Ifdrmula da mesma { ENAPEKA,
19680, idem rodapé p. 54).

Eate trabalhe foi conduzido com o objetivo de avaliar a
dieta NUVILAR CR-1 autoclavavel, a gual tem zgido utilizada para
alimentacio dos roedores do CEMIB. Entretanto, a viabilizagdo deo
uen de distas vegetais & de interesse, desde gue seria  favoréavel
para a gqualidade das dietas oferecidas acs animais de
laboratérico. Assim, no guarte ensala de EPop, Tfoi testads,
Juntamente com a dieta NUVILAB CR-1 autoclavavel, a dieta HUVITAL
20% yegetal. As tabelas 30 a 34 {p., 121 = 12Z} apresentam 03
resultados obtidos nos cinco ensalos.

Em todos os ensaics, as dietas purificadas {AIMN-T76 ou
ALIN-30) apresentaram os melhores valores para CEA e EFop,
indicande gque estazs diestas apresentam o8 melhores valores
promotores de crescimento quando consideradsas como um todo (CEA)

nu guando consideradas suas proteinas (EPep), em relagldoc as
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dietas de ingredientes naturais utilizadas neste trabalho.

Congiderando~-se as definigdes dos indices "CEA=ganho de
peso/oconsumo de dieta” (PELLETT & YOURG, 18801 e “"EPopoganho de
peas/proteina ingerida” (OSBORNE et alii, 18158), observa-se que
os mesmos dependem dos valores obtidos para © numerador {ganha de
pesc) & para o denominador {consumo de dista & proteina ingerids
para CEA & EPop, respectivémente} da relagio.

Gmsas situacbes foram varidvels para os diversos
ensaios. No primeiro ensaio (tabela 30, p. 121)., o ganho de peso
£5i acentuadamente superior para a dieta AIN-76, com consumo
alimentar comparavel entre as duas dietas. Entretanto, o maior
contetdo protéico da dieta NUVILAB CR-1 sutoclavivel §roparcioneu
maior ingestio de proteina para esta dieva, que Juntamente com o
menor ganho de peso causou um valor de EFop para a dieta NUVILAB
CR-1 autoclavavel bem inferior ao da dieta AIN-TE.

No segundo ensaioc (tabela 31,p. 122), o ganho de peso
foi levemente superior para a dieta AIN-78, sem entretanto
diferir significativamente entre as dietas. Verifica-gse que o©
grupo da dieta NUVILAB CR-1 autoclavével ingeriu maior
quantidade'da alimento e que ¢ malor conteido protéice da dieta
provocou uma ingesta protéica bem superior & da dieta AIN-T8.
ﬁaaim;~obaerva—ae~qma-aa~animaiam¢ampeﬁaafmn-& menor - qualidade
nutricional da dieta de ingredientes naturais com maior ingesta
de alimento e protéica, alcangando ganho de pesc comparével ao da
dieta-controle.

0s presultedos obtidos no terceiro ensaic (tabela 32, p-
172) permitem estabelecer comparag¢des semelhantes ds do primeliro

ensaic, isto &, ganho de pesc superior para & dietes AIH-TE e
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consume  alimentar sem diferengs gignificativa entre as Auas
dietas, smbora superior para a dieta NUVILAR CR-1 autoclavavel.
Entretanto, a diferenga entres o ganho de peso das duas distas ndo
£ai tBo acentuada quanto no primeiro ensaic, & oz valores obitidos
para 08 indices de gualidade nutricional se aproximam mais anire
as dietas, preservando & superioridade nutricional na dieta-
controle.

O guarto ensaio (tabela 33, p. 1£2) incluiu a dista
MUVITAL 22% vegetal. Verifica-se gue o grupus alimentades com &8
distas AIN-TB e NUVITAL 22% vegetal apresentaram ganho de Ppeso
pastante semelhantes, enquanto <que a dieta NUVILAER CR~1
autoclavavel proporcionou © menor ganho de Dpese; engretanta, as
diferancas nic foram estatisticamente significativas ao nivel de
5% (O consumo alimentar diferiu enire as dietas, sendo superior
para a NUVITAL 22% vegetal, intermediério para a NOVILAB CR-1
antoclavavel = inferior para =2 AIN-76. A ingesba protéica
obhedeceu a mesma segl@ncia apresentada para O Consumo alimentar.
Az dietas de ingredientes naturais foram comparavels guanto &0
OFA e EPop, apresentando valeres acentuadamente semelhantes, 083
quais foram inferiores aos da dieta-controle. Assim, obssrva-se
um efeito compensatdrio d&s animais, os quais, através de malor
ingesta, obtiveram ganho de peso comparavel ao da dieta-controls.

No guinto ensailo {tabela 34, p. 1242}, a dieta AIN-80
£mi utilizada oomo dista-controle. O ganhoe de peso fol supsrior
para o grupo da dieta-controle, mas a difersnga n&c fol
estatisticamente significativa. 0 econsumo alimentar nio diferiu
antre az dietas, enguantc gue a ingesta protéica Iol guperior

para a NUVILAE CR-1 autoclavavel.
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Esmes resultados tambén podem ser visuvalizados atraves
dag figuras 1, 2 & 3 {(p. 126 & 1ZB8)gue mostram graficamente o
creacimento e o© consumo alimentar dos animais para as quatro
semanas de experimento.

A asnélise da figura 1 {p. 126} mostra gque oO0 consumo
alimentar acumulado € uma fungBo linesr do tempo do experimento,
existindo uma forte carrelégéa linear positive significante entre
smsag duas variaveis, com r>0,9899** (p<U,01); o peso dos animals
também mostrou forte correlagBeo linear positiva significante cown
o tempc do experimento, com »>»0,9085% {pc(,01) (figurs 2, p.
1273 . OUbserva-ge gue ¢ peso dos snimeig vaeriocu linesrmente ©com O
cansuma”.alimEmtaxu”acumulaﬁg._daa."animais,__mostrandﬁ uma forte
correlacBc linear positiva significante, com >0, 88868 {(p<0,01)
{figura 3, p. 128).

Essas observacBes foram validasn pars Lodos os
experimentos, considerande-se as diversas dietas estudadas.

Ko item 4.1 deste trabalho, & adeguagBe nutricional das
dietas Foi discutida & luz dos reguerimentos nutricionais,
principalmente de proteina & aminoscidos. Uma outra aproximacBo
sugerida & & verificaclio do ganho de peso peritdico de animais em
crescimento (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1878). De acorde com
NATIORAL RESEARCH COUNCIL (1878), linhagens de crescimento lento
{ex. Wistar) deveriam genhar bgsdia durante as trés semanas pos-
desmame, em situagdes de asdeguacio nutricionsl. A tabels 35 (p.
123) apresenta © ganho de pesc e o consumo dos animasis pars os
cinco ensaios de avaliacBo de EPop, bem comdo O ganhio de peso
difric e CEA, obtidos nes trés primeiras semanas dos

gxperimentos.
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Ohserva-se gue a dista-controle ATIN-T76 apresentou
valores adeguados & superiores a0 indicade {(5gfdia) em todos og
ensaics. 0Os resultados relatados pelo AMERICAN INGTITUTE OF

RUTRITION (1877) indicaram valores superiores para ganho de pesc

didpig (B,7-7.0 gramas), © gu& poderia se Justificar pela
utilizegio de linhagens de ratos de cresoimento réapido. De aoordo
com HURT et aliil (19?6),‘diferen$aa ns linhagem genética podem
explicar parcialmente as diferencas de resposta nos parémetros de
crescimento entre laboratdrios; o8 valores de CEA foram mals
varifveis, 0,827 e 0,454; asgim, o5 valoves encontrados neste
trabalho para este indice ge aproximam, em alguns ensaios, G0
menoy wvalor citado. l

HANCOCE, LEWIS & PEC  (188%¥), gdﬂtanéﬁ ratos  de
srescimento répido em ensaios de 21 dims com & dieta AIN-TE,
ohtiveram valores de ganho de peso diério e CEA superlores aos
relatados na tabela 3B {p. 123).

4 dietas-controle AIN-B80 também s mostrouw adeguads,
propiciando taxa de crescimento supsrior a indicada para G255
animais, © gque &ra eaperado, devidc as caracteristicas
nutricionais existentes nesta dieta, gue representa uma proposta
de modificacio da dieta de referéncia AIN-78 (KMNAPRA, 1880, idem
rodapé p. D4).

Quando comparada & dieta AIN-T8, werifica-se gque &
dieta AIN-80 apresentou ganho de pesc difrio comparavel aos
valores obtides para & dista AIN-78, & exceglo do primsire
ensaic, para O gual & filtims dieta apreseniou um valor inferior:
para o CEBA, o8B valores obtidos para & diets AIR-78 foram

superiores, oOm excegio também para o primeiroc ensalo, onde ©5
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valeres obtidos para as duas dietas 5%: proxinos. Deve-se
obhservar que o conteudo protéico da dieta AIN-80 foi inferior ao
da diete AIN-76; assim, para um determinado consumo de proteina
propiciando crescimento adeguadso, houve necessidade de wn maior
consume alimentar, com diminuigBo do valor de CEA.

£ diets NUIVILAB CR-1 autoclavavel ndo apresentou
adeguacio durante © primeifo ensaio, com valor levemente inferior
ne guinto ensaio. Nos demais, o ganho de pesc dildrio ss mostrou
sdequado e superior ac esperado para estes animails, emborsa
inferior & dieta-controle.

4 estude da dieta de ingredientes naturais HIH-07,
pecomendada como dieta de referéncia (AMERICAN INSTITUTE OF
NUTRITION, 1977), indicou ganheos di&rios de peso superioras a0s
encontrados para a dieta NUOVILABE CR-1 autnolavavel neste tabalho,
com  resultados bastante comparéveis para o CEA; deve-sea
entretante observar as dJdiferentes linhagens utilizadas e as
deficiéncias verificadas na dieta sob estudo, indicadas no item
4.1.2 deste trabalho.

No gquarts ensaio, verifica-se ganho de peso diario
comparavel entre as dietas AIN~TH e NUVITAL 22% vegetal, e
portanto, adeguado . notando-se tembém a superioridade da dieta
NUVITAL 22% wegetal quande comparada & dieta NITWILAR CR-1
sutoclavavel.

A adequacio de dietas formuladas com fontes protdéicas
excliusivamente vegetals tem sido verificeds &I estudos
comparativos com dietas com fontes protéicas mistas ou animais.
NEWHMAN et alii {(1888) estudaram comparativamente farinha de soja

e farinha de peixe como suplementos protéicos em dietas bageadas
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em milho, em ensaios de crescimento ¢ hm&&ngg de nitrogénic e

obtiveram resultados comparéveis entre as duas dietas. HARCOUE et
alii {18889), em estudos de crescimento, utilizaram formulagles
contendo sojs suplementads com metionina (0,3% da dietfta)} como
fonte protéica, em nivel comparavel av ds dieta de caseins e
ohtiveram regultados compardvels entre as formuleschHes., FORSM &
HAMERAEUS (1878) encontraram resultados comparéveis em estudos de
orescimento utilizande dieitas de caseina e dietas de farinha de
soja. enguanto gue os resultades encontrados para o ensaio de
palanco de nitregénic revelaram valor bioldgico e cigestiblilidade
inferiores para & soja.

A andlise global dos resultados revela gue éﬁ reapostas
de orescimente dos animais &z dietss foram satisfatdrias.
Entretanto, as dietas de ingredientes nsaturalis se mosiraram
inferiores & dieta-padrio em termos de seus indices CHA e EFop,
em decorrdncis de insdecuacBes nutricionsis., aque devem ser
corrigidas, a fim de se obter valores adequados e comparévels és

dietas consideradars de referéncis.

4.2.2 Balangs de nitrogénio

Neste trebalho foi realizado um ensaic de balengo de
nitrogénic. U resultados obtidoe neste ensaio 2si8c apresentados
nes tebelas 38 e 37 {(p. 1Z3).

A +tabels 36 (p. 123) contém os resultados mnddios
sotidos  guanto 8o  sumento  de  peso, consums alimentar e
roefticiente de eficiencia alimentar {(CEA). Verifice-se que ©

ganho de pese dog animais n¥o diferiu entre as distas: os animails

1058



mantidos sob a dista NUVILAE CR-1 autoclavdyel ingsriram
significativamente uma maicr gquantidade de alimento, apresentando
assim um menor CEA.

A analige da tabela 37 {(p. 123) indica que © nitrogénio
ingerido foi superior para a dista NUVILAB CE~1 autoclavavel,
devide ao malilor consumo slimentar degte grupo. Para a dieta AlN-
76, a sxcregdo urinaria "de nitrogénic foi superior & fecal,
enguanto gque para 8 NUVILAE CR-1 autoclavavel, observa-sg o
contrario. A excregBo fecal de nitrogénio apresentada pela dieta
NUVILAE CR~1 autoclavavel (615,73+86,38 mg) foi muito alts em
comparagio & da dieta AIN-TE (B1,21+23,57 mgl.

4 combinag8c dos valores de ﬁitregémie“ ingerido e
excratade para o8 A0is grupos forneceu balangos de nitrogénioc gue
ndo diferiram significativamente enire as duas distas, isto 2, en
termos absolutos a quantidade de nitroegénio retido fol a mesma
para as duas distas.

A dieta AIN-76 apresentou maior digestibilidade
apavrente {96,35%), indicando gue em reslagioc ac nitrogénio
ingerido maior quantidade de nitrogénio protéico foi digervida
pelas enzimas digsstivas. A dista NUVILAB CR-1 auboclavavel
apresentou 76,47% de digestibilidade aparenie. Deve-ge leQar em
conaideracic ¢ tratamento tarmico ao gual a dieta de ingredlientes
naturais foi submetida. De acordo com BENDER (1872}, © prejulzo
proteico pala autoclavagem pode ser decorrente da modificacis nas
ligacBes entre aminodcidos, retardando sua liberagfc durante a
digestioc, da formacio de ligactes entre amincacidos & outras
substancias, evitando a digestic das protsinas, com implicacbes

diretas na digestibilidade das proteinas, © Qué neste trabalho
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pode ser svidenciado pela grande perda de nitrognic astravés das

fezes, resultente da nBo digestio do material protéico.

0 walor biclégico aparente foi superior pars & dieta
NUVILAB CR-1 autoclavavel (78,76%), indicando melhor utilizagdo
do nitrogénio absorvido pars sgintese proitéica, em relagdo & dista
AIH-T8 {70,088 . Entretanto, B8 diferencss ni&e foram
significativas (p<0,05).

A dieta AIN-T8 spresentou malior RPU asparente (67,04,
isto €, melhor retengdo de nitrogénico em relagBo & quantidade
ingerida de nitrogénic; o menor NPU aparente verificado para a
dieta NUVILAR CR-1 sutoclavavel (80,28%) pode ser decorrente de
modificeedes protéicas duranté o processp  de &ﬁtael&v&gem,
resuliando em liberacBc mais lenta de alguns saminoécidos no
intestino & chegada retardada nos sitios de esintese de proteina
no interior 8o corpo; pode também refletir a ingesta de residuos
de peptidecs nBo disponiveis {FORD, 1876). Além dissc, a retencéo
de nitrogénio no organiamo € fungdo do psdréo de aminodpidos
{ALLISON, 1848), e a existéncia de deficiéncias € desbalangos na
proteina dietéria impede & utilizac@o de proteina de maneira
6tima (BEDFORD & SUMMERS, 1885), resultando em NPU aparente mais
haixo. Entretanto, deve-se salientar gue as diferengsse entre o
NPU apavente das duas dietas n&o foram estatisticamente
significativas {p<0,05).

SGARBIERI, ANTUNES & JURQUEIRA  (1B8YZ) reportaram
valores que demonstram melhor utilizacBo da ceselins para sintese
protéica do que & enconbtrada neste trabalhs, com valores de B4,0%
para valor biolégico aparente e 78,06 para NPU apsrente.

Entretanto, esses sutores utilizaram uma concentragio de proteins
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na dieta de 10%, contra 22,97% apresentads pela dista AIN-TE
neste trabalho. A utilizac@o da proteina cal conforme aumenta sua
concentracio na dieta. Neste trabalho, og indices foram obitlidos
com & ubilizacic de dietas no seu nivel protéico proprio. Assim,
esses indices podem ser ditos Toperacionais’, medindo © wvalor
protéico global da dieta em um nivel particular de proteina, isto
&, refletindo a qualidade & a menor uytilizacBo devido 4
concentracio aumentada de proteina (PELLETT, 1878).

Assim, a dieta NUVILAB CR-1 autoclavavel se mostrou
comparével &4 dieta AIN-76 em termos de retencdo de nitrogénio,
além de proporcionar ganho de pesc adequado, embora com malor

consumo de dieta, indicande menor eficiéncia alimentar.

4.3 fvaliaglo microbioldgica

A qualificacBc microbioldgica da ragio HUVILAR CR-1
autoclavavel foi feita através de 5 coletas {(em tempos & lotes
distintos) de amostras da ragdoc ndo autoeclavada, aubtoclavada €
retirada apbs 72 horas dos cochos dos animalis.

iz anédlises incluiram medidas de umidade, de atividade
de aAgua {aw)} & testes microbilégicos conduzidos pela utilizagio
de metodologia tradicional e de kits de analise bacterioldgica
rapida.

A tabela 38 {(p. 124) apresenta o5 valores obtidos nas
determinacea de umidade e atividade de dgua.

0z niveis de garantia esspecificados no rotulo da ragio
indicam um contetdo maximo de umidade para a dieta NUVILAB CR-1

autoclavavel de 12,50%. Os ressultados obtidoe indicaram nivels
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adeguados PBré& & TaCgs nic eutoclavada, dentro dos  limites
especificados. Em alguns casog, o teor de umidade se elevou na
ragho asutoclavada, atingindo, durante & permendncis nos gochos,
niveis préximos  aocs  antericres & autoclavegem e portanto,
adeguados.

4 atividade de édgua €& um dos pardmetros maie
importantes gque influ&nciaﬁ o desenvolvimento de microorganismos
em alimentos, e o seu valor indics a disponibilidade de dgus pars
5 erescimento de microorganismos, assim como para & ocorréncia de
cutras reacdes, oom infliunéncia sobre o tempo de estocagen €
integridade dos alimentos.

A racBo HNUVILAER CR-1  autoclavavel na  forms néo
sutoclavada apresentou valores na faixa de 0,645-0,678. Apbs
sutoclavagem, & ragdc apresentou valores malores, 0,722-0,782, &
exceqsBc da amostre da segunda coleta, com um valor de $,580,
Ohserva-se gue para & ragio coletada nos cochos dos animais houve
um  abalxamento para valores proximoes BOS anteriores &
autoclavegem, & exceglBo da segunda colets, gue manteve o nivel
determineds para a dists recém-autoclavads.

De scordo com UBOLDI EIROA {1881}, a ragBo NUVILAB CR-1
agtoclavavel, do peonte de viets microblolégice, pode  ger
classificada quanto & atividade de adgua em slimento de atividade
de égua intermedidria (0,B0<aw<0,85). Nesta faiza, o cresclimento
de microorganismos £ limitads, com deteriorsgio bacterians
reatrita b=  bactérias heléfilas {para alimentos salgados) €
deterioragdo por bolores =zerdfilos ou leveduras osmdfilas. De
acords com MOSSEL (18783, as faixas de atividade de &gus que

permiten crescimento sdo de 0,80-0,75, 0,750,860 e 0,85-0,80 pars
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bacterias haléfilas, bélaraﬂ. wer6filos e levedoras osmofilas,
respectivamente. {Nestes alimentos néos héd crescimento de bactérias
patogénicas, gue de um modn geral apresentam & faixs de atividade
de Agus minima para crescimento de 0,83-0,888 (TROLLER, 1873).

Para & racio NUVILAB CR-1 autoclavavel a deterioragio
pode ser restrite a algune bolores xertfilos, gue apresentam um
valor de atividade de égua minima para crescimento de 0,80,
Entretanto, & maloria apresenisa © valor de 0,80, e a faixa de
0,70-0,75 geralmente tem sido considerada como limite minimo pars
o desenvolvimento destes microorganismos (UBOLDI EIRCA, 1881).

O aumento de atividade de égus observadoc na ragac
autoclavads provavalmeate,pméawser_atribuida a migraﬁ&c_de vapny
amido durante © processc de autorlavagen, desde gue a mesma foi
conduzida em recipientes perfurados, com exXposigio da ragdo ao
ambiente de aubtoclavagem. fntretanto, o risco de deterioragio da
racdo, decorrente da atividade de Agua mais elevada, pode ser néo
considerado, pois a ragho nBoc & armazenads por longos periodos
nesta condigBo, sendo distribuida aos snimais no mesme dia da
sutoclavagem. Além disso, nota-ge gue 2a situacio fol temporéria,
o gue pode ser evidenciado pelo abaixamento de atividade de agua
verificade na ragho para niveis proéximos aos anteriores &
-autoolavagem.

Deve-z2 obhservar gque B atividade de #Agus da ryagic ndo
sutoclisvada € decorrente principalmente das caracteristicas da
propria raclo e das condighes determinadas pelo fabricante, pois €
mentida em embalagens gue limitam a =zua exposigdc a&s condigbes
ambientais. Nos cochos dos animals, a ragic esté sujeita &s

condicBes de umidade do ambiente {sala)} e do microsmbiente {oaixa
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dos animais). De acordo com dados fornecidos pelo biotéynig, a

umidade relativa das salas atinge valores que se situam na falxa
de B0 & 70%. Entretanto, em situagdes de nmaior umidade do ar
externo, & umidade relativa pode atingir valores mals altos
devido & inexisténcia de desumidificadores. 0 NRC recomenda a
manutencdc da umidade relativa em niveis de 40 a 7T0% {(NATIOHAL
REGKARCH COUNCIL, 1877). Deve-se considerar diferengas nas Lrocas
de ar do microambiente, gue podem causar umidades relativas mais
alevadas do que as encontradas nas salas dos animais.

Os valores obtidos nas anélises das amostras de racdo
autoclavada e retirada dos cochos dos animals rgferentes a
segunda coleta revelaram uma situacio anormal de atividade de
Ggua, com wvalores inferiores ans das demais coletas,
provavelmente devido a difersngas no tratamento térmico ac qual a
ragfo foi submetida. Alimentos com aw<0, 80 s8o classificadoes como
de baixa atividade de Agus., apresantando estabilidade
microbiocldgica, isto €, nic permitem a proliferagio microblana
(ﬁQSEEL, 1975; UBOLDI EIRCA, 1881).

Nagte trabalho foram conduzidos guatro ensalos
microbiolégicos para a gqualificac¢Bo microbiocldgica da ragdo
NUVILAR CR-1 autoclavavel e os vresultados obtidos estio
apresentados nas tabelas 39 a 41 (p. 124 = 1253}.

No primeirc e segundo ensaios fol ubtilizada a
metodologia tradicional de andlise microbioldégica (tabela 38, .
1243: no terceiro, foram conduzides testes com kits de anélise
hacterioldégica répida paralelamente 4 metodologia tradicional
{tabela 40, p. 123}, enguante gue nuo gquarto, foram utilizadas

apenas o8 kits de andlise bacterinldgica rapida {tabelia 41. Pp.
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1253.

A anfiipe das tabelaz indica que, de modo ger&li 08
resultsdos obtidos nos ensaios microbiclégicos realizados no
intervalo de 13 meses foram seme lhantes entre os ensalios, oom
diferengas mais evidentes nos resultados obtidos psra a ragdo
autoclavada nos testes de “contagem total em placas de mesdfilos
serdbios” e de “bolores e leveduras”. A semelhanga encontrads
pode ser explicada pela qualidade microblioldgica estivel
apresentada pela ragido nio autoclavada no decorrer do  Lempo.
Entretanto, pode-se notar uma excegdo no segundo ensaio para ©
reate de Bacillus cersus, © qual indicou contagem ggperiar deste
microorganisme na ragic ndo autoclavada, guando comparads &s
contagens 3& primeirc e do terceiro ensalos. Oz resultados
obtidos nos testes de contagem total e bolores e levedurss PEra &
raglc nio autoclavada forsm hastante semelhantes acs encontrados
por FULLERTOR et aliil {19827 para a dieta de ingredientes
naturais NIH-07, com niveis de 1,7x10% URC/g e 6,0x102 UEC/g parsa
contagem total e bolores, regpactivanente.

A amostra de racBo autoclavada referente ao segundo
enmssic foi &8 gue evidenciou maior reduglSo nas contagem de
bactérias totals, quando comparada & amostra de ragic nio
sutoclavada. Entretanto, tal fato n¥ic pode ser explicado com base
po tratamento térmico recebido, desds que © mesmo apresentou as
condicBes mais brandas (121 oC/10 minutos), guando comparadas &s
dos depzis tratamentos {tabela 3B, p. 124). Assim, poden ter
ceorrido diferencas quanto & colets dag amosiras de ragdo.

De wm modo gersl, observa-sge que & contaminacio

ooorrente apbs distribulgdo da ragio acs animais fol baixa, Ccom
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manuiencys, na maioria dos casos, dos nivels obtidoes para & racio
autoclavada.

Neste trabalho. para a emumerag@o de 5. aureus Ifol
atilizada a metodologia recomendada pelo ICHMSF (1883}, a gual
atiliza indculos de 0,1 ml; a presenga deste microorganismo ndo
foi detectada em nenhum dos ensaios; desde gque a racio pode
apresentar contaminagio ﬁuita baixa, recomenda-se a utilizagdo
dos procedimentos descritos por TATINI ef alii {1884}, os quails
permitem aumento da sensibilidade do método pela utilizagdo de
indeulos maiores (> lml).

Bactérias coliformes e coliformes fecals ndc foram
detectadas na ragio. No primeiro ensalo, abteve—ﬁe‘positividade
na producic de g&s no teste de coliformes totais para a ragdc néo
sutoclavadsas; entretanto, 0 resulitado foi  referido COmo
“praauntive“, desde que ndo fel realizado o teste confirmatdério.
A austneia de coliformes reprezenta uma indicagdo de condigles
sanitarias adequadas (MISEIMIN et alii, 1876}.

A an&lise das amostras revelou auséncia de Saimonella
em todos oS ensalos.

Em relacdo ac teste de clostridios sulfito-redutores,
ne primeiro e noe segundo ensaios foi determinado ¢ nimerc de
esporos de Desulfotomaculum nigrificans, microorganismo
reaponsavel pelo fendmeno de deterioragio sulfidrica. As andlises
revelaram auséncia de esporos nas diversas formas de ragio. Esta
determinacio & aplicdvel principalmente para ingredientes a serem
usados para produgdo de alimentos enlatados (8PECK % GRAVES,
iGR4Y. Assim, no terceiro ensalc adotou-se a metodoleoglia para

Clostridium perfringens, com a caracterizagioc de clostridios
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sulfito-redutores feita pela incubagio & 48 0 por 24 horss en
snacrobiose (ABIA, 1988). Ge resultados indiceram uma baixs

contagem Ppara a TACEp n8o autoclavada, sem deteceBo pars as
demaie formas de ragldo.

Guanto & Bacillus cereus, ndo houve detecelo na ra¢io
autoclavada, enguanto que a raglo retirada dos cochos evidenciou
crescimente apenas para o segundo  ensailo, com resultados
superiores também para & rag¢ic ndo asutoclavada. A delterminagsao de
Barillus cereus fol presuntiva, desde gue ndc foram realizsados
testes confimatbrios necessidrios pars estabelecer & ldentidade as
colénias presuntivas, conforme descritc por HARMON & GOEPFERT
{1884},

0= resultados obtidos pela vutilizagBo de kits de
anilise bactericldgica répida (tabela 41, p. 125) indicam que en
miitos casoeos & contaminagf8o nio fol detectével, desde gus ¢ testa
apresenta ¢ limite minimo de detecgdo de 109, Assim, em amostras
onde B contaminac8o & inferior a esta concentragio, o rssultado é
indicado por "<l10%”. No terceiro ensaic, estas énélisea foram
conduzidas paralelamente &s da metodologia tradicional,
permitingo coomparacBes entre ambas: nota-se gue sempre gue a
contaminagic foi detectével para as duass mebodologiss, os
resultados obiidos pelo teste répide foram superiores {1 a 2 lovg)
ane da metodologia tradicional, o© gue pode ser gbseprvado nos
teates de contagem total para todas as formas analisadas de ragio
e de bolores e leveduras para a ragfoc nlo  auvtoclavads;
microcrganismos ndo detectades ou detectados em nivels inferiores
&5 104 pela metodologis tradiclonsl nio mostrarsy ovidéncie de

crescimento nos kite de enélise bactericlégics répids, & sxoeglo
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de 5. aursus que apresentou contagem de 10% na avaliaqgQ pelos
wite de analise répida, sem ocorréncia de detecgio guando
analisada pela metodologia tradicional.

Ho quinto ensaio, foram utilizadeos spenas 08 kits de

andlise rapida. Os resultados indicaram gue para contagem total e
bolores & leveduras o niveis foram bastante proximos enire &S
diversas formas analisédas de ragio, com pegquena ou nenhuma
reducio na contagem apbs autoclavagen. Coliformes totals ndo
foram detectados, enguantc gQue para 5. aureus houve deteccdo
apenas'ﬂa ragio retirada dos cochos; entretante, este Gltimo
resultadn deve ser aceito com restricies, devido &s comparagbes
estabelecidas no terceiro ensaic com a an&lige pela metodologia
tradicional.

A utilizacio de kits de anéalise bactericldgica rapilds
representa  umsa alternativa para & metodologia convencional,
enguadrandoc—se nNo contexto do desenvolvimento de procedimentos €
récnicas que fornegam resultados mais répidos para avaliagBo da
gualidade microbioldgica de alimentos £ due poSsuam sensibilidads
superior ou comparavel a2 dos métodos convencionals (DZIBEZAK,
18875 .

Entretanto, os resultados ancontrados neste trabalho
foram controversos entre as duas metodologias e a decislo sobre a
adegquagio dos kits na qualificagBo microbioldgica da ragdo deve
ipeluir mais andlises paralelas sz da metodoleogia tradicional.

Piante dos resultados obtidos, & gualificagic
microbioldgica da raghc  exXige a existéacis d2 padries
minrobiolégices.

Padrdes foram publicados para diastae de ingredientes
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naturais n¥c esterilizadas, estabelecendo tipos e niveis
aceitdvels de micraarg;ﬁiﬁmos {(CLARKE et alii, 18773, os guais J&
foram citados neste trabalho.

No Bresil, a legislaglo referente & alimentagso animal
& limitada e parcialmente -desconhecida, e as industrias tém
aplicade procedimentos diversos para avaliagio de ragdes e de
mabhérias-primas Qtilizadés na alimentacl8c animal.

De acordc com SILVA (1882}, & DIFISA {Diviszio de
FiscalizacBio de ﬂiimentaé para Animais) do Ministéric da
Agriculturs £ o orgio competente pars executar & Tiscalizeedo do
setor de salimentos pars animeis em todo © territdério nacienal,
desde a produgBo até a comercializagso, abrangend5 08 aspectos
industrial, bromatoldgico e higiénico-sanitdric. O autor descreve
ainda sobre & inspegdoc e & fimcalizacBo de alimentos para animals
no Brasil, tendc como base & legislagdo vinculada ao setor.

Fm 1088, foi publicada & Portaria n2 07, de 08 de
novembro de 1888, da Becretarisa Nacional de Defesa Agropecudris,
estabelecendo os padries ninimos das diversas matérias-primas
empregadas na alimentacio animal {BRASIL, 18883y,
Mierobioclogicamente, os padrdes preconizam & Buséncia de
microorganismos patogénicos somente em produtos de origem animal.
De scordo com informagbes receblidas no Departamento de Bervigo de
Analises de Ragdo da Coordenadoria de Assisténcis  Téconica
Integral (CATI), as mnélises de microporganismos patogénicos se
referem & Salmonella, E. coll e fungos.

Em 19891, foi publicada & Portaria n® 108, de 04 de
asetembro de 1881, do Ministéric da Agricultura e Reforms Agrarisa,

aprovando os métodos analiticos para controle de alimentos pars
116



uso  animal, constituindo-se em méipdes fisicos, Qﬁimicas &
microbiclégicos (BRASIL, 1981). Os métodeos microbicldglcoos
incluiram contagem de bolores e leveduras, contagem de £. coli,
pvesquisa de Salmonella e contagem de enterobactérias totals
viaveis, sendo aplicados em produtos e sub~progutos de origem
animal, ragdes e concentrados.

A inexisténciabde padrdes microbicldgices no Brasil tem
levado as indistrias a aplicarem procedimentos diversos, com
utilizagdo de padrdes internos ou meSmoO de padrSes utilizados em
outros palises.

A indastria que fabrica a rag@o s0b estudo (Huvital
Nutrientes Ltda,} nos informou gue basels suas raecomendagles
téonicas nas normas microbiolégicas para ragBes utilizadas na
Uolanda (tabela 42, p. 125) (GEMAEL, 1880, comunicagdo pessoall.

0 estabelecimento de comparagdes entre 08 valores.
encontrados neste tfabalho {tabelas 39 e 40, p. 124 = 1253 com os
padrfes exigidos para vaches peletizadas {tabela 42, p. 125}
indica que a ragio NUVILAB CR-1 autoclavavel n8o autoclavada
atende o2 niveis regqueridos.

Com relagSoc & raclo autoclavada., a8 exigéneia & de
eaterilidade, desde gque o tratamento térmico objetivava &
obtencio de tal condigBo. Diversas condicBes de aplicagdo de
onloy tém side descritas na literatura {FOSTER et alii, 18964;
WILLIAMS et alii, 1968; FORD, 1876; OLLER et alii, 1985). HNeste
trabalho, as condigles de autoclavagemn variaram no decorrer d4oOs
diversos ensaiog (tabela 38, p. 124), de acordo com informagles
recehidas no biciério por cscasifio dé recebimento das amostras.

Entretanto, fica evidente que & ragio ndo foi ssterilizadsa. © que
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sugere & existéneia de falhas no processc de autoclavagen,
podendo ter ocorride também :falhas na amostragem da ragio, com
infiuéncis sobre os resultados.

Assim, & racBo na forma recebids se mosirou aorrets,
dentro dos padrSes utilizados pela firma produtora, embora com
especificaciio microbloligica restrita, devido & inexisténcis de

padrdes mais emplos. Entretanto, a esterilidade ds ragio no fol

alcancada, © gque pode representar riscog pars 08 enimais
slimentedos COmM & mMeSms, sugerindo-se uma revisic nos processcs

de sutoclavagem, assim come Da amostragem da ragio.
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5. CONCIUSORS

GOs resultados ohtidos neste trabalho permitiram ehéar

as seguintes conclusdes:

1. A dieta  HRUVILAR Ck-1 autoclavd, .1 atenden os

requerimentos estabelecidos pelo NATIONAL RESEARCH COURCIL (1878)
Lars ratos € camundongos, bem COmO BE sapecificacdes

estabelecidas pele fabricante, gquanto ac teor protéico tobal.

2. guanto & composigdo aminoacidica, a dieta "NUOVILAER CR-1
antoclavével”, ns amostra analisada, demonstrou-se deficiente na
guantidade de metionina e cisteins, fornecendo, com relagBo ao
MEC, spenas 43,00% do reguerido para ratos e 53,75% do regquerido
pars camundongos. Se considerado em relaglo ao teor da distae-
controle AIN-30, esta deficiBneis estéd sm 83,70% pars rateos. A
lisine e o tripitofanc estlic um pouco abaixe do requerido pars
raﬁcé, B4,81% e 88,40%, respectivamente,

A composigBo amincacidica da “HRUVITAL 18% wvegetal”
demonstrou-se  deficiente sapenas em metionine = cocisteins,
atendendo 57.00% do regqueride para ratos e 71,2B8% do redguerido
para camundongos. De mesma forma, em relagio & AIR-80, a RUVITAL
1RB% vegetal stenderis 71.25% pars ratos.

A& ocomposicBc amincacidica da TRUVITAL 22% wvegetsl”
demonatrou-ge deficiente também em metionina e elstelina,
stendendo 458,00% do reguerido para ratos e 61,25% do reguerido
para camundongos. Da mesma forma, em relagdoc & dieta AIK-80, =

HIWWITAL 22% wegetsal atenderis 61,25% psra ratos. Negta dieta, a
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lisina atendeu 81,42% do reguerido para ratos.
Portanto, para as trds dietas em estudo, a metionina e

a cisteipa, com as devidas ressalvas metodoldgicas, s8o
deficientes e & lisina tende a sgr O segunds fator de
deficisdncia,. Com respeiic a qualificagio das duas dietas
experimentai=z, os resultados apontam gue tanto NUVITAL 1B8%
vegetal como NUVITAL 22% vegetal, uma vez sorrigidos os déficits
apontados, seriam aceltaveis do ponto de vista de composicdo
amincacidica. E interessante destacar gque, no  Lotal., 08
aminofcidos essenciais, nas trés amosiras analisadas, estio enm
quantidade adeguada em relacio aos regusrimentos do HATIONAL

RESEARCH COUNCIL (1878).

3. As respostas de crescimento dos animais as distas foram
@atiﬁfatérias-E& dentro das taxas esperadas. Quanto & gualidade
nutricional, a dieta NUVILAR CR-1 autoclavével demonstrou-—-se,
como & esperado, inferior & dieta-padridn, aprasentandc menor
eficidnecia alimentar e protéica , o que pode ser atridbuldo a
deficiéneia de amincécidos sulfurades. Quanto a0 balango de
nitrogénio, a dieta NUVILAB CR-1 autoclavavel apresentou valor

comparavel & dieta-padrio AIN-76, 4 excecio da digestibilidade

aparente gue foil superior para a dieta-padrac.

4. A dieta experimental com aporte protéico de ovigem
vegetal NUVITAL 22% vegetal foil comparével & dieta NUVILAE CR-1
autoclavavel quantoe & eficigncia alimentar e protéica. O consumo
alimentar foi entretanto superior, proparcionands ganho ponderal

compardvel ac da dista-padrio, © gue indica a validade da dieta.
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&. A dieta NUVILABR CR-1 autoclavdvel n3o auteclavads
apresentou qualidade microbiologica.estével no decorrer do tempo,
compativel com padrdes microbicldgicos utilizados pela firms
produtors. As amostras autoclavadas demonsiraram auséncia de
egterilidade. g resultados indicarsm gue & contaminagio da é&res

de manutencio dos animais era baisxa.
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