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RESUMO

O objetivo deste estudo foi utilizar métodos meta-analiticos para avaliar os efeitos da
alimentacdo com saponina como aditivo na dieta de vacas leiteiras sobre seu desempenho e
parametros ruminais. Quatorze estudos com 28 médias de tratamentos foram incluidos no
conjunto de dados. Os efeitos das saponinas como aditivo em dietas de vacas leiteiras foram
avaliados usando modelos de efeito aleatorio para examinar a diferenca da média ponderada
entre o tratamento com saponina (dietas com inclusédo de saponina como aditivo, SAP) e 0
tratamento controle (dietas sem saponina, CTRL). A heterogeneidade foi explorada por meta-
regressdo e andlise de subgrupos realizadas para as seguintes varidveis: dias em lactacéo,
saponina na dieta e fonte de saponina. A produgdo de leite aumentou com a incluséo de
saponinas nas dietas de vacas leiteiras em niveis variando de 11 a 14 mg/kg de matéria seca
(MS) (P=0,004). Em contrapartida, a inclusdo de saponina em niveis mais baixos, 2 a 6 mg/kg
de MS, reduziu a producéo de leite (P=0,03), a concentracdo de amonia e a populacdo de
protozoarios no rumen (P=0,001 e P=0,02, respectivamente). A composi¢do do leite foi
melhorada com adicéo de saponinas nas dietas. A concentragdo e a producéo de gordura do leite
e a producdo de proteina do leite (P = 0,04) foram maiores nas vacas alimentadas com saponina
(SAP) do que nas vacas que receberam dietas sem aditivos (CTRL). Da mesma forma, o
nitrogénio microbiano no ramen e a eficiéncia da sintese de proteina microbiana foram
aumentados pela incluséo de saponinas nas dietas (P<0,0001). Em contraste, a concentracdo de
amonia ruminal (P<0,0001), ingestdo de nitrogénio (P<0,0001) e a excrec¢éo fecal de nitrogénio
(P<0,0001) foram menores nas dietas contendo saponina. O efeito inibitdrio da saponina sobre
0s protozoarios ruminais depende da dose de saponina adicionada a dieta. A populacdo de
protozoarios ruminais foi reduzida quando a saponina foi fornecida em niveis variando de 2-6
mg/kg de MS; entretanto, a incluséo de saponinas em quantidades superiores a 6 g/kg de MS
ndo alterou a populacéo de protozoarios ruminais (P=0,95). Em concluséo, este estudo de meta-
analise demonstrou o potencial da saponina como aditivo nas dietas de vacas leiteiras em
substituicao aos antibidticos.

Palavras-chave: Aditivos fitogénicos, compostos secundarios, protozoarios ruminais,
heterogeneidade, alternativas a antibioticos



ABSTRACT

The aim of this study was to use meta-analytical methods to evaluate the effects of feeding
saponin as an additive to dairy cows diets on their performance and rumen parameters. Fourteen
studies with 28 treatment means were included in the data set. The effects of saponins as an
additive in dairy cow diets were evaluated using random-effect models to examine the raw
mean difference (RMD) between saponin treatment (diets with saponin inclusion as an additive)
and control treatment (diets with no saponin) . Heterogeneity was explored by meta-regression
and subgroup analysis performed for: days in milk; saponin in diet and saponin source. Milk
production was increased with saponin inclusion to diets of dairy cows in levels ranging from
11 to 14 mg/kg of dry matter (DM) (P=0.004). In contrast, saponin inclusion in lower levels, 2
to 6 mg/kg of DM, reduced milk production (P=0.03), ruminal N-NH3 concentration and rumen
protozoa population (P=0.001 and P=0.02). Milk composition was improved with saponin
feeding. Concentration and yield of milk fat, yield of milk protein (P=0.04) were higher in cows
fed saponin (saponin treatment) than in those fed no additives (control treatment). Similarly,
microbial nitrogen in the rumen (RNM) and efficiency of microbial protein synthesis (ESPM)
were enhanced by saponin inclusion to the diets (P<.0001). Whereas, ruminal N-NH3
(P<.0001), nitrogen intake (P<.0001) and fecal nitrogen excretion (P<.0001), were lower in
diets containing saponin. We reported that the inhibitory effect of saponin toward rumen
protozoa is dose-dependent. Rumen protozoa population was reduced when saponin was fed at
levels ranging from 2-6 mg/kg of DM; however, saponin inclusion in amounts greater than 6
g/kg of DM had no effect on rumen protozoa population (P=0.95).

Keywords: Phytogenic additives, raw mean difference, milk production, rumen
protozoa, heterogeneity, antibiotic alternatives
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INTRODUCAO

Os iondforos sdo antibidticos utilizados como aditivos dietéticos para animais
ruminantes desde a década de 1950, com o objetivo geral de melhorar o desempenho animal
(Hungate, 1966). No entanto, existe uma preocupacdo crescente sobre a utilizacdo de
antibidticos como aditivos alimentares na producdo animal, principalmente devido ao
surgimento de resisténcia a essas substancias por muitas bactérias patogénicas humanas
(Manero et al., 2006; Parveen et al., 2006), a liberacdo de residuos contaminantes no meio
ambiente (&gua, solo, etc.; Yang; Carlson, 2004) e o risco de que residuos de antibioticos
promotores de crescimento possam estar presentes em alimentos de origem animal (Parveen et
al., 2006).

Neste sentido, hd um interesse crescente da industria e dos pesquisadores no uso de
aditivos alimentares fitogénicos, incluindo as saponinas, como substitutos de aditivos
alimentares antibidticos nas dietas de ruminantes, incluindo vacas leiteiras (Gois et al., 2016).
As saponinas sdo compostos secundarios do metabolismo vegetal e tém sido adicionadas a dieta
de vacas leiteiras com o objetivo de modular a fermentagdo ruminal contribuindo para aumento
da eficiéncia produtiva dos rebanhos. Adicionalmente, a auséncia de efeitos deletérios das
saponinas a saude animal e humana impulsionam a utilizacdo destes compostos como

alternativa ao uso de antibidticos (Patra; Saxena, 2009).

Entretando, pesquisas avaliando a utilizacdo de saponinas em dietas para vacas leiterias
tém produzido resultados inconsistentes e conflitantes. Por exemplo, foi observado aumento da
producdo de leite com a inclusdo de saponinas nos estudos conduzidos por Abarghuei et al.
(2013) e Anantasook et al. (2014). Em estudo mais recente, Guyader et al. (2017) a adicao de
saponinas teve efeito negativo sobre a producdo leiteira. E por fim, outros estudos ndo
observaram efeito da adi¢do de saponinas sobre a producdo de leite (Benchaar; McAllister;
Chouinard, 2008; Anantasook et al., 2013). Desta forma, nossa primeira hipotese (hipétese 1)
é de que a alta heterogeneidade (12>50,0%) entre os estudos explica os resultados inconsistentes
para 0 desempenho de vacas leiteiras recebendo saponinas como um aditivo alimentar. A
confirmacdo desta hipotese sugere a necessidade de mais pesquisas para avaliar como fatores
incluindo: fonte e quantidade de saponinas adicionada a dieta, métodos de extracdo das
saponinas, grupo genético e o estado fisioldgico dos animais interagem para alterar a resposta
de vacas leiteiras a adi¢do de saponinas como aditivo alimentar modulador da fermentacdo

ruminal.



Em relacdo aos efeitos sobre os parametros ruminais, a diminui¢cdo na populacdo de
protozoarios ruminais tem sido a principal resposta observada quando as saponinas s&o
adicionadas nas dietas de ruminantes (Newbold et al., 1997; Francis et al., 2002; Patra; Saxena,
2010). Como resultado da populagéo reduzida de protozoarios, ocorre reducao da concentracao
ruminal de N-NHz, da digestibilidade da MS e da fibra em detergente neutro (FDN) (Williams;
Colleman, 1992); e melhoria na sintese de proteina microbiana ruminal e passagem para 0
intestino, em resposta a menor predacdo de bactérias por protozoéarios (Hristov; Journy, 2005).
Sabe-se que a atividade dos protozodrios no rumen desempenha um papel importante na
digestdo das fibras. Portanto, a reducdo ou defaunacao da populacdo de protozoarios ruminais
impacta negativamente a digestibilidade da FDN, afetando o desempenho animal. A reduzida
digestibilidade da FDN resulta em diminuicdo da ingestdo de matéria seca (CMS),
consequentemente, reduzindo a producdo e os constituintes do leite (Williams; Colleman,
1992). A digestibilidade reduzida da FDN muitas vezes limita o consumo voluntério,
principalmente devido ao preenchimento fisico do rumen (Forbes, 2007; Oba; Allen, 1999).
Portanto, nossa segunda hipdtese (hipotese 2) € que a inclusédo de saponinas como aditivo as
dietas de vacas leiteiras reduziria a populagédo de protozoarios ruminais e a digestibilidade das

fibras, levando a reducdo do CMS.

Objetivo geral: O objetivo deste estudo foi revisar criticamente e resumir pesquisas

publicadas sobre os efeitos da inclusdo de saponinas nas dietas de vacas leiteiras.

Obijetivos especificos: avaliar os efeitos das saponinas sobre o desempenho de vacas
leiteiras; avaliar os efeitos das saponinas sobre os parametros ruminais de vacas leiteiras; avaliar

a existéncia de heterogeneidade e viés de publicacdo entre os estudos analisados.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 USO DE ADITIVOS ANTIMICROBIANOS EM DIETAS DE RUMINANTES

Os aditivos antimicrobianos sdo amplamente utilizados na nutricdo de ruminantes para
melhorar o desempenho produtivo e a eficiéncia alimentar através da modulagdo da microbiota
ruminal e, consequente modulacdo do padrdo fermentativo. Entre esses aditivos, os ion6foros
sdo particularmente notaveis. In6foros sdo compostos que facilitam o transporte de ions através
das membranas celulares dos microrganismos no rumen, resultando em alteragdes significativas

no ambiente ruminal e no metabolismo dos nutrientes (Russell; Strobel, 1989).

Os iondforos, como a monensina e a lasalocida, séo adicionados as dietas de ruminantes
com o objetivo de aumentar a eficiéncia alimentar e o ganho de peso. Estudos mostram que a
incluséo desses aditivos pode melhorar a conversao alimentar em cerca de 7-10%. 1sso ocorre
devido a reducédo na producdo de metano, um gas que representa perda significativa de energia
para 0 animal. Além disso, promovem uma maior utilizacdo do nitrogénio, diminuindo a
excrecdo de ureia e melhorando a sintese de proteina microbiana no ramen (Russell; Strobel,
1989).

No ramen, os iondforos alteram a composicdo da microbiota, favorecendo bactérias
produtoras de &cido propionico (Gram-negativas) em detrimento das produtoras de acido
acetico e butirico (Gram-positivas). Isso ndo sé reduz a producdo de metano, como também
melhora a eficiéncia energética da fermentacdo ruminal. Adicionalmente, os ion6foros séo
eficazes na prevencdo de disturbios metabdlicos como a acidose ruminal e timpanismo,

contribuindo para a saude geral dos animais (Bergen; Bates, 1984).

Apesar do potencial dos ionéforos em aumentar a eficiéncia produtiva de animais
ruminantes, um dos maiores desafios no seu uso € a crescente preocupacdo com a resisténcia
antimicrobiana. Embora os ionoforos ndo sejam usados diretamente na medicina humana, a
pressdo regulatéria sobre o uso de antibidticos na producdo animal tem levado a uma
reavaliacdo de todos os antimicrobianos. Em vérias regides, especialmente na Europa, hd um
movimento para proibir ou restringir o uso de iondforos, visto que séo latentes as preocupacdes

com a salde animal, resisténcia antimicrobiana e impacto ambiental.
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Embora os ion6foros sejam considerados seguros para 0s animais e ndo deixem residuos
significativos na carne ou no leite, a percepcdo publica e a pressdo dos consumidores por
produtos livres de aditivos quimicos também impdem desafios. A demanda por alimentos
organicos e sustentaveis pressiona a industria a encontrar aditivos naturais e seguros (Santos et
al., 2018; Manero et al., 2006).

Enguanto os ion6foros tém desempenhado um papel crucial na nutricdo de ruminantes,
a busca por alternativas naturais, como as saponinas, esta se intensificando. As saponinas tém
emergido como uma promessa promissora para substituir os ionoforos, atendendo tanto as
demandas quanto as expectativas dos consumidores por praticas de produgdo mais sustentaveis

e naturais.

As saponinas sdo compostos naturais encontrados em varias plantas, como a erva-de-
sdo-jodo (Yucca schidigera) e a quinoa (Chenopodium quinoa). As saponinas tém propriedades
antimicrobianas que podem alterar a microbiota ruminal de maneira benéfica, semelhante aos
ionoforos. De forma geral, o efeito modulatorio das saponinas sobre 0s microorganismos
ruminais incluem principalmente a reducdo de protozoarios ruminais (Wina; Muetzel; Becker,
2005).

Estudos indicam que as saponinas podem reduzir a producdo de metano, aumentar a
eficiéncia alimentar e melhorar o ganho de peso dos ruminantes (Holtshausen et al., 2009).
Além disso, elas sdo conhecidas por seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, que podem
contribuir para a satde geral dos animais (Wang et al., 2009). As saponinas também s&o naturais
e, portanto, mais aceitaveis para os consumidores que procuram produtos livres de aditivos

sintéticos.

Apesar de suas vantagens, a utilizacdo de saponinas enfrenta desafios como a
variabilidade na composicdo e concentracdo dos compostos ativos em diferentes fontes
vegetais, bem como a necessidade de padronizacdo das doses para garantir eficacia e seguranca.
Além disso, mais pesquisas sdo necessarias para compreender completamente seus mecanismos

de acdo e impactos a longo prazo.
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1.2 SAPONINAS: DEFINICAO, CLASSIFICACAO E MODO DE ACAO

As saponinas sdo uma classe de fitoquimicos amplamente distribuidos em plantas,
desempenhando um papel fundamental na defesa contra herbivoros, patdgenos e outros
estresses ambientais. Desta forma, destaca-se a sua importancia na adaptacdo e sobrevivéncia
das plantas no ambiente (Almeida; Hegarty; Cowie, 2021).

As saponinas contém uma aglicona (sapogenol, sapogenina...) ligada a uma ou mais
unidades de oligossacarideos, podendo assim ser mono, di ou tridesmosidicas. E comum
classificar essas substancias em dois grandes grupos, dependendo do tipo de aglicona presente
(triterpendide ou esteroide). Nas plantas mais utilizadas em alimentacdo animal, as
triterpenoides sdo as predominantes. A complexidade das saponinas e, por isso, a diversidade
dos seus efeitos bioldgicos, resulta ndo so6 da variabilidade da estrutura da aglicona e da posi¢édo
da unidade glicosidica, mas também da natureza desta Gltima (Oliveira; Abreu, 1998).

Figura 1 - Exemplo de saponina esteroidal.

5 O 26
_:-1 / \?/’//7\27
20 22 /—ﬁkj‘{
18 =
12
: 11~ N7 O
Aglicona 13 p Te
\ 1 19, C
Monossacarideo \ 2 /’\1\0 ~ 13 15
™~ \ Als |®
AN \ B
’ N N
o o :
Rha —Glu—~—0<_7 ~ % _~»

N~—
»
\

Rha \

/ Ligacao Glicosidica

/'1,/
Fonte: Peres (2004 apud Souza et al., 2016).

As principais plantas que produzem saponinas sdo: alfafa, soja, leucena, trevo, quilaiae
yucca e em menores quantidades, as saponinas também sdo produzidas por animais marinhos
como o pepino do mar e estrela do mar (Das et al., 2012). As saponinas esteroidais sao
encontradas principalmente em espécies forrageiras monocotiledéneas (Lilaceae,
Dioscoreaceae, Amarylidaceae). Por outro lado, as saponinas triterpénicas sao
predominantemente encontradas em dicotileddneas (Sapindaceae, Sapotaceae, Polygonaceae,
Caryophylaceae e Araliaceae) e sdo mais amplamente distribuidas na natureza, sendo detectado

em muitas leguminosas, como soja, feijoes e ervilhas (Wina; Muetzel; Becker, 2005).
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Os extratos vegetais mais utilizados comercialmente na producdo animal sdo Yucca
schidigera e a Quillaja saponaria, funcionando como aditivos em racdes (Dematté Filho,
2004). Em ruminantes, as saponinas tem sido empregadas como aditivos alimentares em
substituicdo a antibidticos, como os ion6foros. Desta forma, a inclusdo de saponinas nas dietas

visa modular a fermentagé@o ruminal e potencializar a eficiéncia produtiva dos rebanhos.

As saponinas desempenham um papel significativo na inibicéo de protozoéarios ciliados
do rimen e podem melhorar a sintese de proteina microbiana, aumentar o fluxo de proteinas
para o duodeno, devido a reducdo da predacdo bacteriana pelos protozoéarios. Esta acdo das
saponinas ocorre através da formacao de complexos irreversiveis com o colesterol presente na
membrana celular desses microrganismos, conforme demonstrado anteriormente. A acéo sobre
bactérias € menor, pois 0s procariontes ndo possuem esteroides em suas membranas (Williams;
Coleman, 1992). No entanto, as saponinas também podem inibir o desenvolvimento de
bactérias gram-positivas, especialmente as celuloliticas, conforme observado nos estudos de
Wallace et al. (1994 apud Souza et al., 2016) e Castro Montoya et al. (2012 apud Souza et al.,
2016), em que as saponinas inibiram o crescimento das bactérias Butyrivibrio fibrisolvens e

Streptococcus bovis.

As saponinas, compostos glicosidicos com propriedades detergentes, atuam nos
protozoarios emulsificando os lipideos de suas membranas celulares, o que resulta em um
aumento da permeabilidade celular. Esse processo provoca um desequilibrio no gradiente
ibnico, similar a acdo dos iondforos em bactérias Gram-positivas, levando a entrada
descontrolada de ions H+ e Na+ e a consequente acidificacdo do citoplasma. Para manter o
equilibrio i6nico, os protozoarios precisam ativar constantemente as bombas de Na+/K+
ATPase, 0 que consome grandes quantidades de ATP. A exaustdo das reservas energéticas

acaba por levar a disfuncdo celular e morte dos protozoarios (2012 apud Souza et al., 2016).

A utilizacdo de saponinas nas dietas para ruminantes tem o potencial de contribuir para
a reducdo das emissbes de metano, associada a inibicdo dos protozoarios ciliados no rumen,
promovendo assim uma maior eficiéncia na sintese de proteinas microbianas. Além disso,
evidéncias sugerem que as saponinas podem aprimorar a digestibilidade de nutrientes.
(Tavendale et al., 2005).

Além dos efeitos sobre a produgdo de metano ruminal, a concentracdo de nitrogénio
amoniacal no rimen também pode ser influenciada com a utilizacdo de saponinas. De fato, 0s

extratos de mandioca sdo amplamente utilizados para controle de aménia e odor em instalagdes
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de criacdo de suinos e aves e em alimentos para cdes e gatos. As saponinas da mandioca, e
talvez também outros componentes da mandioca, tém atividade de ligagdo & amoénia. Quando
adicionadas a dieta, as saponinas da mandioca passam pelo trato digestivo sem serem
absorvidas e sdo excretadas nas fezes. Nas excre¢des, 0s componentes da Yucca ligam-se a
amonia e impedem que sejam liberados no ar (Das et al., 2012). Em ruminantes, o trabalho de
Hess et al. (2003 apud Souza et al., 2016), relatou declinio de 17% na concentracdo de amonia
do fluido ruminal com a adicdo de saponinas de Pithecellobium saman. O seu efeito sobre a
amonia ruminal estd associado a reducdo da populacdo de protozoarios, ja que eles podem
contribuir 10% a 40% do nitrogénio amoniacal no rimen (Van Soest, 1994 apud Souza et al.,
2016).
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2 MATERIAS E METODOS

2.1 BANCO DE DADOS

Uma pesquisa bibliogréfica abrangente foi realizada em trés mecanismos de pesquisa:
Web of Science!, PubMed? e Science Direct®. Cerca de 100 publicaces foram recuperadas
usando os seguintes termos de busca: “saponina” e “vacas leiteiras”. Dos artigos recuperados,
apenas aqueles que atenderam aos critérios pré-determinados de inclusdo foram incluidos na
meta-analise. Para inclusdo dos artigos no banco de dados, foram utilizados os seguintes
critérios de incluséo (critérios padronizados): estudo realizado com vacas leiteiras em lactacao;
o0 tratamento controle ndo inclui nenhum outro aditivo alimentar na dieta; e o tratamento com

aditivos inclui apenas a incluséo de fontes de saponinas.

2.2 EXTRACAO DE DADOS

Com base nos critérios de inclusdo, 14 estudos foram classificados pelo primeiro autor,
referéncia da publicagéo, grupo genético, forragem na dieta (g/kg de matéria seca), quantidade
de saponina fornecida (mg saponina/kg de matéria seca), fonte de saponina, nimero de vacas,
delineamento experimental, tipo de dieta fornecida (a base de pasto, racdo total misturada
(TMR) e racdo mista parcial), periodo experimental, composicdo da dieta, nimero de
repeticOes utilizadas e medidas de dispersao (erro padrdo da média, SEM; desvio padrédo, SD).
As seguintes variaveis respostas foram extraidas para os tratamentos controle e saponina:
consumo de nutrientes, eficiéncia alimentar, digestibilidade total da dieta, producdo e
composicdo do leite, parametros ruminais e metabolismo de nitrogénio. Os dados foram

tabelados em planilha do Microsoft Excel.

! https://login.webofknowledge.com
2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
3 http://www.sciencedirect.com/
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3 ANALISE ESTATISTICA

Uma meta-analise foi realizada utilizando o programa R Statistical Software (pacote
Metafor, versdo 3.4.2; Viechtbauer, 2010). O Forest Graph (forest plot) foi criado utilizando o
software STATA (versdo 14.2; StataCorp LP, College Station, TX). Os efeitos da saponina
como aditivo nas dietas de vacas leiteiras em lactacdo foram avaliados usando modelos de efeito
aleatorio para examinar a diferenca da média ponderada (weighted mean difference, WMD)
entre o tratamento com saponina (dietas com incluséo de saponina como aditivo, SAP) e o
tratamento controle (dietas sem adicdo de saponina, CTRL). As médias dos tratamentos foram
ponderadas pelo inverso da variancia, conforme método proposto por DerSimonian e Laird
(1986) para modelo de efeitos aleatorios.

A variabilidade entre estudos (isto é, heterogeneidade do efeito do tratamento) foi
avaliada utilizando o teste qui-quadrado ( Q ) de heterogeneidade e a estatistica I 2, que mede
a percentagem de variacédo devido a heterogeneidade (Higgins et al., 2003). Valores negativos
de I 2 foram atribuidos como valores zero. Um valor de | 2 inferior a 25% indicava baixa
heterogeneidade, enquanto valores entre 35 e 50% denotavam heterogeneidade moderada e

aqueles acima de 50% denotavam alta heterogeneidade (Higgins et al., 2003).

O viés de publicacéo foi avaliado por meio do grafico de funil (Light; Pillemer, 1984) e
teste de assimetria (indicativo de viés de publicacdo) que foi realizado de acordo com o teste
de assimetria de regressao de Egger, entre 0o WMD e SE (Erro padréo, SE; Egger et al., 1997).

A significancia foi declarada em P < 0,05.

A analise de meta-regressdo foi realizada para identificar efeitos de covariaveis
categoricas (descritos anteriormente). O modelo misto foi aplicado para ajustar os dados na
analise de meta-regressdo utilizando WMD como variavel dependente. Os modelos de efeito

misto foram dados por
Oi = + Peu xij +...p ip xip + i

Onde O i = efeito do tratamento na i-éssima varidvel explanatoria; p = efeito geral do
tratamento; xij = valor da j covariavel (j =1, 2, ...,p ) para a i-essima variavel exploratoria; f i
= mudanca no verdadeiro tamanho do efeito para aumento unitario na j-éssima covariavel; e pi
~N (0 t?). Aqui t2 indica a quantidade de heterogeneidade ndo explicada pela covariavel
(Viechtbauer, 2010).
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Os testes de hipdtese nula para os coeficientes das covariaveis foram obtidos a partir do
teste multipardmetro de Wald (Harbord; Higgins, 2008). O R 2 aust® parg o modelo, que
representa a proporg¢do da variancia entre estudos (heterogeneidade) explicada pelas covariaveis
(Harbord; Higgins, 2008; Viechtbauer, 2010), foi calculado comparando a variancia estimada
entre estudos quando as covariaveis foram incluidas no o modelo ( ¢ 2) com valores
correspondentes quando foram excluidos ( ¢ 0?); R 28U 04y = (5 02 — 6 2) /6 0? Go. Os
critérios de metarregressao foram: 1) valor P < 0,05, para o teste de heterogeneidade; 2) Valor
P > 0,05, para o grafico de funil; 3) auséncia de observagdes com valores de estudo residual
fora da variacdo -2,5 a 2,5 (outliers). O WMD foi avaliado por anélise de subgrupo quando as

covariaveis categoricas foram significativas no valor P <0,10.

As covariaveis foram divididas da seguinte forma: Dias em lactagéo (30 a 60, 61 a 80,
81 a 120 e >150 dias); quantidade de saponina na dieta (2 a 4, 11 a 14 e >95 mg/kg de MS); e
fonte de saponina.

Para inclusdo no conjunto de dados, o erro padrdo da diferenca, o desvio padrédo e o
coeficiente de variacdo foram transformados em erro padrdo da média conforme descrito por
Roman-Garcia, White E Firkins (2016). O teste de Tukey (P<0,05; PROC MIXED; opgéo
random=estudos) foi realizado para avaliar diferencas na composi¢cdo das dietas entre 0s

tratamentos controle (CTRL) e saponina (SAP).
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4 RESULTADOS

Nosso conjunto de dados foi composto por 14 publicacGes revisadas por pares com 28
observacdes no total (médias de tratamento). Holandés foi a raca predominante em nosso
conjunto de dados, representando 93,8% dos estudos. Enquanto que em 7,1% dos estudos foram
utilizadas vacas da raga Pardo-Suica. As fontes de saponina foram: Yucca schidigera (utilizada
em 33,3% dos estudos); extrato de casca de roma (13,3% dos estudos); extrato de arvore da
chuva (13,3% dos estudos); extrato de saponina de cha (13,3% dos estudos); pellets de casca
de mangostdo (13,3% dos estudos); Q. saponaria (6,6% dos estudos) e radix bupleure (6,6%
dos estudos). Em relacdo ao volumoso ofertado as vacas, o feno de alfafa foi fornecido como
forragem principal em 30,4% dos estudos, enquanto que 21,7% dos estudos ofertaram silagem

de milho como volumoso.

As estatisticas descritivas e 0 teste de médias para composicdo das dietas sdo
apresentados na Tabela 1. Ndo foram observadas diferencas significativas entre a composi¢éo

das dietas contendo saponinas (SAP) e dietas sem a adicdo de aditivos (CTRL; P>0,05).

A suplementacdo com saponina (SAP) ndo afetou a digestibilidade da proteina bruta
(P=0,59), da MS (P=0,87) e da FDN (P=0,47). De forma similar, ndo foram observadas
diferencas entre vacas recebendo saponinas (SAP) e aquelas alimentadas sem a adicdo de
aditivos (CTRL) para: eficiéncia alimentar (P=0,60), nitrogénio urinario (P=0,12), balanco de
nitrogénio (P=0,25), concentracdo (g/kg; P=0,42) e rendimento (kg/d; P =0,75) de lactose do
leite, concentracdo de proteina do leite (g/kg; P=0,26), nitrogénio ureico do leite (MUN;
P=0,91), &cido linoléico conjugado do leite (CLA; P=0,59), butirato ruminal (P=0,75) e

populacdo de protozoarios ruminais (P=0,57; Tabelas 2; 3 e 4).

A adicdo de saponinas nas dietas aumentou o consumo de matéria seca (WMD =0,47
kg/d; P=0,01), digestibilidade da matéria organica (MO) (WMD=9,10 g/kg; P=0,01), producéo
de leite (WMD= 0,94 kg/d; P= 0,001), concentracdo de gordura do leite (WMD=0,33 g/Kkg;
P=0,02) rendimento de gordura do leite (WMD=0,06 kg/d; P<0,0001), rendimento de proteina
do leite (WMD=0,03 kg/d; P=0,04), pH ruminal (WMD=0,05; P<0,0001), proprionato ruminal
(WMD=0,59 mol/100mol; P<0,0001), nitrogénio microbiano ruminal (WNM; RMD=67,49
g/d; P<0,0001) e eficiéncia da sintese de proteina microbiana (WMD =2,62 g/kg de ingestdo de
NDT ou OMD kg/d; P< 0,0001). Em contraste, a alimentacdo com saponina diminuiu a ingestao
de nitrogénio (WMD= -53,34 g/d; P<0,0001), excrecdo fecal de nitrogénio (WMD=-21,54 g/d;
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P<0,0001), e as concentra¢des de aménia (WMD=-1,91 mg/dL; P<0,0001) e acetato no rimen
(WMD=-0,46 mol/100mol; P=0,04; Tabelas 2, 3 e 4).

Alta heterogeneidade (12>50%) foi observada apenas para producédo de leite (estatistica
12=57,91%) e nitrogénio microbiano ruminal (1>=54,06%; Tabela 2). Ndo foram encontradas
evidéncias de assimetria no grafico de funil para as variaveis respostas (P>0,05), indicando
auséncia de viés de publicacdo (Tabelas 2, 3 e 4).

A meta-regressao foi utilizada para explorar as principais fontes de variacdo entre as
variaveis resposta (Tabelas 5, 6 e 7). A covariavel “quantidade de saponina na dieta (g/kg de
MS)” foi identificada como a principal fonte de variacdo em nosso conjunto de dados. A
variabilidade do efeito da adi¢do de saponinas sobre a proteina do leite deve-se principalmente
a quantidade e fonte de saponina adicionadas as dietas. A variabilidade do efeito da incluséo de
saponinas sobre a concentragdo de amdénia no rumen foi explicada principalmente pelo DEL
(dias em lactagdo) das vacas. Ja o efeito das saponinas sobre a populagdo de protozoarios
ruminais variou principalmente com a quantidade e fonte de saponinas adicionadas nas dietas
(Tabela 7).

A avaliacdo do efeito de cada covariavel, foi desenvolvida através da analise de subgrupo
para as variaveis que foram significativas na analise de meta-regressdo (P<0,1) (Figuras 2, 3 e
4). Em relagdo aos efeitos da covariavel “quantidade de saponinas na dieta” (Figura 3), a adi¢ao
de saponinas nas dietas em quantidades de 2-6 mg/kg de MS reduziu a producdo de leite
(WMD= -2,57 kg/d; P=0,03), concentracdo de amonia no radmen (WMD= -6,29 mg/dL;
P=0,001) e populacio de protozoarios ruminais (WMD=-0,57 log *°/mL; P=0,02). Entretanto,
a alimentacdo com saponina em niveis mais elevados, variando de 11 a 14 mg/kg de MS,
reduziu o consumo de matéria seca (WMD=-1,30 kg/d; P=0,02), aumentou a producdo de leite
(WMD-= 2,12 kg/d; P=0,004) e a producdo de proteina do leite (WMD= 0,08 kg/d; P=0,007).

Quando observada a covaridvel “fontes de saponina” (Figura 3), houve aumento da
producdo de leite com Radix bupleuri e o extrato de casca de roma (WMD=0,06 kg/d;
P=0,0003 e WMD=0,09 kg/d; P=0,0007, respectivamente).

Em relacdo aos efeitos do DEL sobre a resposta das vacas a adicdo de saponinas nas
dietas, foi relatada redugdo da concentracdo de amoénia no rumen para vacas com 81 a 120 dias
e vacas com mais de 150 dias de lactagdo (WMD=-2,89 mg/dL; P<0,01 e WMR=-2,20 mg/dL;
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P<0,01, respectivamente). Entretanto, nenhum efeito foi relatado para vacas com DEL menor
que 81 (P>0,05; Figura 4).

Tabela 1 - Estatisticas descritivas do conjunto de dados completo para o efeito da inclusdo de saponinas
nas dietas de vacas leiteiras sobre seu desempenho

Item? Média Mediana Maximo Minimo SD nt
Tratamento controle (CTRL)

Composicéo nutricional da dieta

Forragem g/kg MS 447,98a 441,00 728,60 290,00 111,3 21
MS, g/kg 638.93a 603,00 921,00 383,00 164,3 14
MO, g/kg MS 925.93a 927,00 937,00 895,00 9.06 15
PB, g/kg MS 171.35a 172,00 185,00 160,00 9h37 21
EE, g/kg MS 45,60a 45,60 50,00 41h20 4,82 6

FDN, g/kg MS 336.29a 340,00 432,00 289,00 37h40 17
FDA, g/kg MS 207.84a 201,00 251,00 166,00 27.36 19
Ca, g/kg MS 8.77a 8,50 10h00 7,80 0,97 9

P, g/kg MS 4.47a 4h40 4,80 4h20 0,26 9

NEL, Mcal /kg MS 1,61a 1,57 1,76 1,55 0,08 14

Tratamento com saponina (SAP)

Composicdo nutricional da dieta

Forragem, g/kg MS 447.98a 441,00 728,60 290,00 111,32 21
MS, g/kg 641.92a 603,00 921,00 383,00 170,69 13
MO, g/kg MS 925.93a 926,00 937,00 895,00 9.09 15
PB, g/kg MS 170.16a 172,00 183,10 160,00 9.13 21
EE, g/kg MS 45,60a 45,60 50,00 41h20 4,82 6

FDN, g/kg MS 337.06a 340,00 432,00 289,00 38,42 17
FDA, g/kg MS 208,00a 201,00 251,00 166,00 27.22 19
Ca, g/kg MS 8.77a 8h50 10,0 7,80 0,97 9

P, g/kg MS 4.47a 4h40 4,80 4h20 0,26 9

NE ., Mcal /kg DM 1,61a 1,57 1,76 1,55 0,08 14
Saponina, mg/kg de MS 27.19 11.98 2,75 95,40 35,48 15

1 Média de tratamentos de 14 estudos.

2CMS= consumo de matéria seca; MS= matéria seca (g/kg); MO= matéria organica; PB = proteina bruta; EE=
extrato etéreo; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido, NE_ = energia liquida de
lactacdo (Mcal /kg MS); SD=desvio padrdo. Na mesma coluna, médias seguidas de letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05)
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Tabela 2 - Efeitos da inclusdo de saponina nas dietas de vacas leiteiras sobre o consumo, digestibilidade e
metabolismo do nitrogénio

. Gréfico de
4 0 5
. Grupo controle 2 5 WMD “ (IC 95%) Heterogeneidade funil ©
Item ‘o N )
media (DP) Efeito aleatério Valor P Valor I Valor
P (%) P
Ingestdo, kg/d
MS 21,22 (547) 20 0,47 (0,10, 0,84) 0,01 0,06 34,35 0,10
Digestibilidade, g/kg de MS
MS 628,93 (37,29) 12 -0,69 (-9,50, 8,12) 0,87 0,98 0,00 0,13
MO 660,22 (39,11) 11 9,10 (2,32, 15,87) 0,01 0,99 0,00 0,29
PB 633,61 (64,46) 13 2,61 (-7,06, 12,28) 0,59 0,99 0,00 0,73
FDN 523,36 (84,85) 12 -4,92 (-18,38,8,54) 0,47 0,92 0,00 0,08
Eficiéncia 1,46 (0,03) 5 0,01 (-0,04, 0,07) 0,60 0,30 17,77 0,06
alimentar
Metabolismo do Nitrogénio, g/d
Ingestdo de N 606,80 (86,55) 5 -53,34 (-79,37,- <0,0001 0,55 0,00 0,25
27,31)
N-urina 164,50 (19,00) 4 -11,41 (-25,92, 0,12 0,88 0,00 0,42
3,11)
N-fecal 228,60 (61,34) 5 -21,54 (-33,85,- <0,0001 0,64 0,00 0,27
9,22)
Balanco N 57,50 (14,40) 5 -9,43 (-25,40, 6,53) 0,25 0,78 0,00 0,79

1 MS= matéria seca; PB= proteina bruta; MO= matéria organica; FDN= fibra em detergente neutro.

2 Grupo controle (CTRL, sem aditivos)

3N = nimero de comparag@es para tratamentos controle e saponina

4WMD = diferenca da média ponderada entre os grupos controle e saponina

°| 2= proporgéo da variagdo total das estimativas do tamanho do efeito que se deve a heterogeneidade; Valor P
para teste x2 (Q) de heterogeneidade.

6 Teste de assimetria de regressédo de Egger.
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Tabela 3 - Efeito da inclusdo de saponina nas dietas de vacas leiteiras sobre a producdo e composicédo do

leite
4 0 Heterogeneidade  Gréafico de
Item * rﬁg(;gcz:;;) N e A)i/alor Valor 5 \];ZF(;:;
Efeito aleatdrio b b 12 (%)
Producdo de leite, kg/d
Leite 28,82 (7,97) 19 0,94 (0,38,1,50) 0,001 0,001 57,91 0,46
Gordura 1,10 (0,12) 15 0,06 (0,03,0,09) <0,000 0,31  12h44 072
Proteina 1,00 (0,11) 13 0,03 (0,001, 0,57) O,%)4 0,09 37.04 0,66
Lactose 1,54 (0,16) 12 0,01 (-0,04, 0,06) 0,75 0h30 14,61 0,20
Composicéo do leite, g/kg
Gordura 34,39 (3,19) 18 0,33 (0,05, 0,62) 0,02 0,45 0,00 0,40
Proteina 30,90 (2,08) 16 0,26 (-0,19, 0,71) 0,26 0,86 0,00 0,61
Lactose 48,81 (2,08) 16 0,17 (-0,24, 0,57) 0,42 0,09 34.08 0,88
CLAC9111,9/100g 0,67 (0,13) 4 0,01 (-0,03, 0,06) 0,59 0,42 0,00 0,70
NUL, mg/dL 14,34 (2,35) 9 0,02 (-0,37, 0,41) 0,91 0,32 13,78 0,35

1 NUL= nitrogénio ureico do leite; CLA= 4cido linoléico conjugado cis 9, trans

11, g/ 100g de &cido graxo

2 Grupo controle (CTRL, sem aditivos)

3N = nimero de comparagGes para grupos controle e saponina

4WMD = diferenca da média ponderada entre os grupos controle e saponina

°| 2= proporgéo da variagdo total das estimativas do tamanho do efeito que se deve a heterogeneidade; Valor P
para teste x2 (Q) de heterogeneidade

6 Teste de assimetria de regressédo de Egger.
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Tabela 4 - Efeito da inclusdo de saponinas nas dietas de vacas leiteiras sobre os pardmetros ruminais

. Controle 2 , WMD “ (IC 95%) Heterogeneidade 5~ C'afico.
Item . N de funil
média (DP) . -

Efeito aleatdrio Valor P ValorP  1°(%) ValorP
pH 6,36 (0,27) 16 0,05 (0,02, 0,09)  <0,0001 0,40 4,82 0,35
N-NH 5, mg/dL 14,17 (3,94) 14 -1,91(-248,-1,33) <0,0001 019 2398 044
AGCC, mol/100mol
Acetato 61,32 (8,60) 14 -0,46(-0,91,-0,01) 0,04 027 1641 0,73
Propionato 22,03 (1,43) 15 0,59 (0,33, 0,84) <0,0001 0,31 12h49 0,11
Butirato 13,98 (4,10) 16 0,04 (-0,19, 0,27) 0,75 0,42 2.18 0,33
Protozoarios, 5,62 (0,43) 7 -0,04 (-0,17, 0,09) 0,57 0,21 28.44 0,38
log *°/mL
RNM, g/d 260,47 5 67,49 (37,41, <0,0001 0,07 54.06 0,93

(39,73) 97,57)

EPMS 16.06 (6.13) 5 2,62 (1,62,3,62)  <0,0001 025 2564 0,10

1 AGCC= 4cido graxo de cadeia curta; RNM= nitrogénio microbiano no
ramen; EPMS= eficiéncia da sintese proteica microbiana (g/kg de ingestao

de NDT ou matéria organica digestivel)
2 Grupo controle (CTRL, sem aditivos)

3N = nimero de comparag@es de tratamentos controle e saponina
4WMD = diferenca da média ponderada entre os grupos controle e saponina
51 2= proporcdo da variacdo total das estimativas do tamanho do efeito que se deve a heterogeneidade; Valor P

para teste x2 (Q) de heterogeneidade.

b Teste de assimetria de regressédo de Egger
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5 DISCUSSAO

Resultados discrepantes foram relatados na literatura sobre os efeitos da incluséo de
saponina em dietas de vacas leiteiras sobre a producdo de leite (Benchaar; McAllister;
Chouinard, 2008; Anantasook et al., 2013; Abarghuei et al., 2013; Anantasook et al., 2014;
Guyader et al., 2017). A Figura 1 apresenta o grafico Forest plot do efeito da inclusdo de
saponinas nas dietas de vacas leiteiras sobre a producéo de leite (kg/d). Nossa primeira hipotese
de que a alta heterogeneidade entre os estudos explica os resultados inconsistentes para a
producdo de leite quando a saponina é fornecida as vacas leiteiras foi confirmada. A meta-
analise mostrou alta heterogeneidade para a producéo de leite (12>50%).

Além disso, observamos que o efeito da alimentacdo com saponina na producao de leite
varia de acordo com a quantidade de saponina adicionada a dieta. A inclusdo de saponina nas
dietas de vacas leiteiras em quantidades entre 11 a 14 mg/kg de MS aumentou a producdo de
leite, embora a ingestdo de matéria seca tenha sido reduzida, o que sugere que a inclusdo de
saponina nesses niveis melhora a eficiéncia alimentar. Em contraste, a inclusdo de saponina em
quantidades mais baixos, 2 a 6 mg/kg de matéria seca, reduziu a producdo de leite, a
concentracdo de amonia e a populagédo de protozoarios no rumen. Os resultados contrastantes
para a producdo de leite quando a saponina € fornecida em niveis altos (11-14 mg/kg de MS) e
baixos (2-6 mg/kg de MS) podem ser causados por diferencas na concentracdo de saponina nas
fontes vegetais. De acordo com Goel e Makkar (2012), a concentracdo de saponina nas plantas
varia de acordo com as espécies de plantas e fatores ambientais durante o periodo de colheita.
Da mesma forma, a atividade antimicrobiana da saponina depende da origem botanica,
atividade e concentracdo de saponina na planta. Entretanto, esses fatores descritos acima nao
puderam ser avaliados nesta meta-analise devido ao pequeno numero de estudos e informacdes

incompletas sobre as fontes de saponina utilizadas.

O aumento na gordura do leite em resposta a suplementacdo com saponinas pode estar
associada ao aumento do pH ruminal. Estudos conduzidos por Benchaar e Chouinard (2009) e
Wang et al. (2017) demonstraram que a suplementacdo com saponina estabiliza o pH ruminal,
0 que favorece uma bio-hidrogenacéo de lipidios mais extensa no ramen, resultando em menor
producdo de &cidos graxos, que sdo conhecidos por reduzir a sintese de gordura do leite na
glandula mamaria. Quando o pH ruminal é mantido acima de 6,0, ha pequena formacdo dos

isdbmeros trans 10 cis 12, que sdo bem conhecidos por suprimir a sintese de gordura do leite na
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glandula mamaria de vacas leiteiras (Palmquist e Mattos, 2011). O efeito das saponinas sobre a
bio-hidrogenacédo de &cidos graxos no rimen descrito acima explica 0 aumento da gordura do
leite em vacas recebendo saponina, mesmo em contraste com a diminui¢do da producdo de

acetato ruminal, principal precursor de gordura na glandula maméria.

A incluséo de saponina nas dietas melhorou o propionato ruminal, a principal fonte de
carbono para a sintese hepatica de glicose, que é o precursor da sintese de lactose na glandula
mamaria (AFRC, 1999; Kozloski, 2012). Entre os acidos graxos de cadeia curta, o propionato
esta associado & maior disponibilidade de energia para o animal hospedeiro do que para a
microbiota ruminal, devido ao seu estado estrutural reduzido (Russell; Wallace, 1997). A
melhora na disponibilidade de energia para o animal, por meio de maior concentracdo de
propionato, pode ser associada a redugdo no consumo de matéria seca relatada em nossa meta-
analise. De fato, a infus&o de propionato em vacas leiteiras diminuiu o consumo de matéria seca

no estudo conduzido por Maldini e Allen (2018).

O aumento na producéo de leite em vacas recebendo entre 11-14 mg de saponinas/kg
de MS ¢ possivelmente resultado da maior concentracéo de proprionato (Rulquin et al., 2004).
De forma similar aos ionoforos, as saponinas atuam modulando a fermentagdo ruminal atraves
da modulacédo da populacdo microbiana do rumen. Além da inibicdo de protozoarios no rumen,
nos estudos conduzidos por Wallace et al. (1994 apud Souza et al., 2016) e Castro Montoya
(2012 apud Souza et al., 2016) as saponinas inibiram o desenvolvimento de bactérias gram-
positivas (Butyrivibrio fibrisolvens e Streptococcus bovis). Desta forma, o aumento na
concentracdo de propionato e a reducdo na concentracdo de acetato reportado em nosso estudo
demonstra o potencial das saponinas em alterar a populacdo microbiana ruminal, favorecendo
bactérias Gram-negativas. Adicionalmente, o0 aumento da digestibilidade da matéria organica
com a inclusdo de saponina, aqui reportado, sugere uma maior disponibilidade de energia e
nutrientes para a producéo de leite na glandula mamaria, explicando o aumento na producéo de

leite em vacas alimentadas com altos niveis de saponina.

A inclusdo de saponina na dieta de vacas leiteiras alterou o metabolismo proteico,
reduzindo a ingestdo e a excrecdo fecal de nitrogénio. Esses resultados podem estar associados
ao aumento da passagem de nitrogénio microbiano e a melhora na eficiéncia de sintese de

proteina microbiana no rimen, levando a uma maior disponibilidade de proteina metabolizavel.
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Segundo Schwab et al., (2005), a maior disponibilidade de proteina metabolizavel leva a

reducdo da ingestdo e excregédo de nitrogénio em vacas leiteiras.

A reducdo na populagdo de protozoarios ruminais tem sido o principal efeito da
alimentacdo de saponina sobre os parametros ruminais de vacas leiteiras relatada na literatura
(Patra e Saxena, 2010). Logo, o efeito da saponina na populacdo de protozoarios do rimen é
dose-dependente, o que pode ser observado na reducdo da populacdo de protozoarios ruminais
quando as saponinas foram adicionadas em quantidades variando entre 2-6 mg/kg de MS. Em
contraste, a incluséo de saponina em quantidades maiores que 6 mg/kg de MS ndo alterou a
populacdo de protozoarios ruminais. De acordo com Patra e Saxena (2009), as espécies de
protozoarios do rumen diferem na sensibilidade a saponina, na qual essa susceptibilidade dos
protozoarios ciliados pode ser explicada pela presenca de esterois na membrana celular. De
forma similar aos resultados reportados nesta meta-analise, em um estudo prévio conduzido “in
vitro” Ramos-Morales et al. (2019) os efeitos inibitdrios da saponina sobre 0s protozoarios
ruminais foram dose-dependentes. Semelhante aos resultados relatados aqui, esses autores
observaram reduc¢do na acdo inibitoria da saponina em relacdo aos protozoarios com niveis
incrementais de inclusdo de saponina, sendo as diferencas relatadas para a atividade do aditivo

associadas a relacdo entre dose e fonte de saponina adicionada (Ramos-Morales et al., 2019).

O estudo “in vitro” conduzido por Makkar e Becker (1997), demonstrou que as saponinas
sdo degradadas em culturas com fluido ruminal. Entretanto, aparentemente, as sapogeninas
resultantes da degradacdo das saponinas sao mais resistentes a degradacdo (Wang et al., 1998).
Como sao as saponinas, ndo as sapogeninas agliconas, que sdo toxicas para 0s protozoarios, é
provavel que a clivagem das fracfes de acucar das sapogeninas diminua o efeito inibitorio das
saponinas sobre o0s protozoarios ruminais. Portanto, é possivel que a alimentacdo com saponina
em quantidades maiores tenha resultado em uma degradacdo mais prolongada da saponina em
sapogeninas, reduzindo a capacidade da saponina em reduzir a populacdo de protozoarios no

ramen.
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Tabela 5 — Meta-regressdo do efeito da inclusdo de saponina na dieta (g/kg MS), fonte de saponinas, dias
em lactacao, delineamento experimental na diferenga da média ponderada (WMD) entre 0s grupos
controle e saponina para consumo, digestibilidade e metabolismo de nitrogénio.

Variavel Parametros de meta-regressédo (valor P) ! R2
dependente IS (mg/kg de ajustado N3
(S, WMD) Intercepto MS) SS DEL DE (%)

CMS (kg/d) -4,290(0,235)  -6,700(0,047)  1,010(0,254) (gg’g(% (g*igg) 100 20
MS (g/kgde MS)  -17,166(0,725) 16,1667(0,559)  1,666(0.747) - - 00 5
MO (g/kg de MS)  23.000(0,135)  0,733(0,993)  -3,000(0,810) (ggfg) - 0 11
PB (g/kg de MS)  26,666(0,627)  13,666(0,628)  -3,666(0,567) - . . 5
FDN (g/kg de MS) -13,416(0.767)  39,667(0,093)  3,416(0,695) ('gfgf) - - 12
Ingestio de N 18.000(0518)  109.0000247) 5 o001 - . . 5
N-urina 1,400(0,936) - 2,733(0.416) - . . 4
N-fecal -37,500(0,004) -46,500(0,292) 11.166(0,180) - - - 5
Balanco N -37.800(0,175) -29.500(0.497)  10.600(0,335) : . . 5

11S= incluséo de saponinas na dieta; SS= fonte de saponina (Yucca schidigera ; Radix Bupleuri ; Q. saponari ; Pellet
de casca de mangostdo; extrato de saponina de cha; farinha de vagem de arvore da chuva; Extrato de casca de roma) ;
DEL= dias em lactacdo; DE= delineamento experimental (quadrado latino; crossover; DIC);

2R2dustado = proporgdo da variancia entre estudos (heterogeneidade) explicada pelo tipo genético, fonte de saponina,
dias em lactacdo leite, delineamento experimental.

3N = nimero de comparagdes entre o tratamento controle e o tratamento com saponina.
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Tabela 6 — Meta-regressédo do efeito da inclusdo de saponina na dieta (g/kg MS), fonte de saponina, dias
em lactacao, delineamento experimental na diferenga da média ponderada (WMD) entre o0s
tratamentos controle e saponina para producdo e composicéo do leite

Variavel Parametros da meta-regressdo ( valor P ) ! R2
dependente ST (makad ajustado N3
(S, WMD) Intercepto (”I\‘/?S)g € SS DEL DE (%)
. 0422 2,745
Leite (kg/d) 2237(0626)  -48260072) 0530807 (T8 D 000 19
Gordura (kg/d)  0,353(0,873)  0,106(0,818)  -0,025(0,741) (851725) - 95,13 8
Proteina (kg/d)  -0,365(0,038)  0,2617(0,002)  0,068(0,015) (8*232) - 100 13
Lactose (kg/d)  0,065(0,966)  -0,115(0,504)  -0,038(0,941) . . 100 12
Gordura (g/kg)  -1,492(0,793)  0,446(0,487)  0,446(0,487) . - - 6
, 1,200 2,300
Proteina (gkg)  10S0(0.750) 00500981  03500790) oo oy - 16
0140  -0,920
Lactose (k) 3.0200.283)  -22000057)  -04800380)  ('gse  0papy 100 16
NUL (mg/dL)  0,533(0,431)  -1,300(0,311)  -0,067(0,662) . . 100 9
CLA
(100GFA) -0,030(0,766) - 0,016(0,701) . . . 4

11S=inclusdo de saponinas na dieta; SS= fonte de saponina (Yucca schidigera ; Radix Bupleuri ; Q. saponari ; Pellet
de casca de mangostéo; extrato de saponina de cha; farinha de vagem de arvore da chuva; Extrato de casca de romd) ;
DEL= dias em lactacdo; DE= delineamento experimental (quadrado latino; crossover; DIC);

2R2 dustado = proporgdo da variancia entre estudos (heterogeneidade) explicada pelo tipo genético, fonte de saponina,
dias em lactacdo, delineamento experimental.

3N = nlmero de comparagdes entre o tratamento controle e o tratamento com saponina.
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Tabela 7 - Meta-regresséo do efeito da inclusdo de saponina na dieta (g/kg MS), fonte de saponinas, dias
em lactacao, delineamento experimental na diferenga da média ponderada (WMD) entre os tratamentos

controle e saponina para os pardmetros ruminais de vacas leiteiras

Variavel Parametros da meta-regressédo ( valor P ) ! R2
dependente 5 < d ajustado N3
(S, WMD) Interceptar (”I\‘/?S)g ¢ SS DEL DE (%)
pH 0,053(0,466)  -0,072(0,560)  0,046(0,218)  -0,047(0,348) - 100 16
N-NH3

1,957(0,011)  -5,880(0,001) -0,454(0,293)  0,666(0,061) - 100 14
(mg/dL)
Acetato
(mol/100mol) 1,005(0,801)  -0,450(0,167) -0,001(0,998) - - 100 7
Propionato
(mol/100mol)  6:683(0,260)  -0,208(0,869)  -1,166(0,115) -0,858(0,492) - 100 15
Butirato 5,083(0,595)  0,456(0,224) -0,933(0,224) -0,913(0,828) - 100 8
(mol/100mol) ' ' ' ' ' ' ’ ’
Protozoarios
(log ©°/mL) 0,920(0,098)  -0,800(0,009)  0,306(0,095) - - 100 7
RNM (g/d) 67,922(0,451) - 2,794(0,939) - - 0,00 5
EPMS 0,350(0,853) - - - - 100 3

11S= inclusdo de saponinas na dieta; SS= fonte de saponina (Yucca schidigera ; Radix Bupleuri ; Q. saponari ;
Pellet de casca de mangostdo; extrato de saponina de cha; farinha de vagem de arvore da chuva; Extrato de casca
de romd); DEL= dias em lactacdo; DE= delineamento experimental (quadrado latino; crossover; DIC);
2R23ustado = nroporgdo da variancia entre estudos (heterogeneidade) explicada pelo tipo genético, fonte de saponina,
dias em lactagdo, delineamento experimental

3N = nmero de comparagdes entre o tratamento controle e o tratamento com saponina
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Figura 1 - Forest plot do efeito da inclusdo de saponinas nas dietas de vacas leiteiras na producéo de leite
(kg/d). O eixo x mostra a diferenca média bruta (WMD). Os diamantes a esquerda da linha sélida
representam uma reduc¢do na caracteristica; os losangos a direita da linha sélida indicam um aumento na
variavel. Cada losango representa o tamanho médio do efeito para esse estudo, e o tamanho do losango
reflete o peso relativo do estudo em relacdo a estimativa geral do tamanho do efeito, com quadrados
maiores representando maior peso. Os limites superior e inferior da linha conectada aos losangos
representam o intervalo de confianca (IC) superior e inferior de 95%. A linha vertical pontilhada
representa a estimativa geral do efeito de tamanho. O losango na parte inferior representa a resposta
média entre os estudos e a linha vertical solida representa uma diferenca média de zero ou nenhum efeito.
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Figura 2 - Analise de subgrupo (subgrupo = quantidade de saponina fornecida, g/kg de MS) do efeito da
incluséo de saponina nas dietas de vacas leiteiras sobre seu desempenho, diferenga da média ponderada
(WMD) entre os tratamentos controle e saponina

Dry Matter Intake (kg/d) NDF digestibility (g/kg)

015(P=0.77)  >95 mgkg of DM (1=3)

1 16.36(P=04) 1110 14 mykg of DM (1))

-1.30(P=0.02) 11 to 14 mg'kg of DM (n=5)

1600(P=034) 2o 6mgkgof DM (n=1)

NI
RN

222

-240(P=0.15) 2106 mgkg of DM (n=1)

-30.00 0.00 3000 6000 9000
-6.00 -5.00 -4.00 -3.00 -2.00 -1.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 )
RMD (saponin - control) and 93% CI RMD (saponin - control) and 95% C1

Milk Production (kg / d) Milk Protein Yield (kg/d)

010(P=00) >% mghgof DN (=) 002(P=048) > 95 mekg of DM (1=3)

212(P=0004) 11 to 14 mghg of DM (13)

M 257(=003) 2106 mgkgofDM[@=)

0.08(P=00007) 11 to 14 mgkg of DM (1=2)

S0 40 L0 L0 30 sm T 010 005 000 005 010 015 020 025
RMD (saponin - control) and 95% CI RMD (saporrn - control) and 93% C1
Ruminal NH;-N (mg/dL) Protozoa (log!"/mL)

-133(P=0.14) " 11 to 14 mg/kg of DM (n=3) 0.005(P=095) 11 to 14 mgkg of DM (n=3)

-629(P=0.001) 210 6 mgkgof DM (n=2) 1 057(P=002) 2lo6mgkgof DM (n-2)

-12.0010.00-8.00 -6.00 -4.00 -2.00 0.00 2.00 400 6.00 8.00 A0 0070040 01000 030 080

RMD (saponin - control) and 95% CI RMD (saponin - control) and 95% CI
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Figura 3 - Analise de subgrupo (subgrupo = fonte de saponina), do efeito da inclusdo de saponina nas
dietas de vacas leiteiras sobre seu desempenho. diferenca da média ponderada (WMD) entre o0s
tratamentos controle e saponina

Milk Protein Yield (kg/d) Protozoa (log"’/mL)
+ 0.10(P=0.80) Tea saponin estract (n=2)
0.17(P=0.32) Teasaponin extract (n=1)
006 (P=00003) Radix bupleuri (1)
D02(P=033)  Yucea schdigera (2=6)

-0.06(P=0.35)  Yucca schidigera (n=6)

0.09(P=0.0007)  Pomegranate Peel Extract (n=1)

015 -0.10 -0.05 0.00 005 010 015 020 025 030 -0.30 0.00 0.30 0.60 050
RMD (saponin - control) and 95% C1 RMD (saponin - control) and 95% CI

Figura 4 - Analise de subgrupo (subgrupo = dias em lactagdo) do efeito da inclusédo de saponina nas dietas
de vacas leiteiras sobre seu desempenho. diferenca da média ponderada (WMD) entre os tratamentos
controle e saponina

Ruminal NH,-N (mg/dL)

1 -220(P<0.01) > 150 day (1=2)

W -2.89(P<0.01) 81 a 120 day (n=T)
%ﬁ1i?liiitttitttittt‘iitii" -L77(P=0.07) 61280 day (n=3)
hmj -0.65(P=044) 302 60 day (1=2)

-5.50 -3.50 -1.50 0.50 2.50
RMD (saponin - control) and 95% CI
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CONCLUSAO

Nossa primeira hipdtese, de que a alta heterogeneidade entre os estudos explica 0s
resultados inconsistentes da suplementacao de saponinas no desempenho de vacas leiteiras, foi
confirmada. O efeito das saponinas sobre a producao leiteira é dependente da dose de saponinas
adicionada as dietas. Enquanto que quantidades entre 2 a 6 mg de saponinas/kg de MS reduziu
a producéo de leite, a adicdo de saponinas em quantidades variando de 11 a 14 mg/kg de MS
aumentou a producdo e a composicao do leite (gordura e proteina). De forma similar, o efeito
inibitério da saponina sobre os protozoarios ruminais é dependente da dose de saponina
adicionada a dieta. A populacdo de protozoarios ruminais foi reduzida quando a saponina foi
fornecida em niveis variando de 2-6 mg/kg de MS, confirmando nossa segunda hipotese.
Entretanto, a incluséo de saponinas em quantidades superiores a 6 mg/kg de MS ndo teve efeito
na populacéo de protozoarios ruminais. A concentracdo de aménia no rimen diminuiu enquanto
que, a eficiéncia de sintese de proteina microbiana e o nitrogénio microbiano ruminal
aumentaram com a inclusdo de saponinas nas dietas. Nossa meta-analise demonstrou o
potencial da saponina como aditivo nas dietas de vacas leiteiras em substituicdo aos
antibidticos. Entretanto, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar de que forma fatores como:
fonte de saponina, quantidade adicionada a dieta, métodos de extracéo, grupo genético e estado

fisiolégico dos animais interagem na resposta de vacas leiteiras ao fornecimento de saponinas.
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