UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

AVALIACAO DE MARCADORES INTERNOS PARA
ESTIMATIVA DE FLUXO DE DIGESTA E DE PROTEINA
MICROBIANA NO DUODENO DE RUMINANTES

DISSERTACAO DE MESTRADO

Cristiano Miguel Stefanello

Santa Maria, RS, Brasil

2014



AVALIACAO DE MARCADORES INTERNOS PARA
ESTIMATIVA DE FLUXO DE DIGESTA E DE PROTEINA
MICROBIANA NO DUODENO DE RUMINANTES

Cristiano Miguel Stefanello

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de
P6s-Graduaco em Zootecnia, Area de Concentra¢do em
Produc@o Animal/Nutricdo de Ruminantes, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Zootecnia

Orientador: Gilberto Vilmar Kozloski

Santa Maria, RS, Brasil

2014



Ficha catalografica elaborada atraves do Programa de Geracdo Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Stefanello, Cristiano Miguel

Avaliacgdo de marcadores internos para estimativa de
fluxo de digesta e proteina microbiana no duodeno de
ruminantes / Cristiano Miguel Stefanello.-2014.

103 £.; 30cm

Orientador: Gilberto Vilmar Kozloski

Dissertagdac (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Programa de Pds-
Graduagdc em Zootecnia, RS, 2014

1. Derivados de purinas 2. Fibra em detergente &cido
3. Lignina em detergente Acido 4. Purinas 5. Ruminantes
I. Kozloski, Gilberteo Vilmar II. Titulo.

© 2014

Todos os direitos autorais reservados a Cristiano Miguel Stefanello. A reproducéo de
partes ou do todo deste trabalho s6 podera ser feita mediante a citagdo da fonte.
E-mail: cmstefanello@hotmail.com




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Programa de P6s-Graduacédo em Zootecnia

A Comissdao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

AVALIACAO DE MARCADORES INTERNOS PARA ESTIMATIVA DE
FLUXO DE DIGESTA E PROTEINA MICROBIANA NO DUODENO DE
RUMINANTES

elaborada por
Cristiano Miguel Stefanello

como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Zootecnia

COMISSAO EXAMINADORA:

Gilberto Vilmar Kozloski, Dr. (UFSM) (Presidente/Orientador)

Henrique Mendonga Nunes Ribeiro Filho, Dr. (CAV/UDESC, Santa
Catarina)

Lisandre de Oliveira, Dr.2 (UNIJUI, ljui)

Santa Maria, 26 de Fevereiro de 2014.



Aos meus pais, Adelino (in memorian) e Eracilda
pelo amor, pelo apoio incondicional e pelo incentivo a sempre buscar mais.

A0S meus irmaos,
Mara, Gelson, Felipe, meu cunhado Idemar e sobrinhas Débora e Eduarda, pelo

companheirismo, pela torcida e pelo apoio em todos os momentos.

A minha esposa Renata,
pelo amor, pela paciéncia e pelo apoio em todos 0s momentos da minha vida.

A minha filhota Carolina, para a qual ndo tenho palavras para expressar 0 amor que
sinto.

A vocés, dedico...



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Santa Maria e ao Programa de Pds-Graduacdo em

Zootecnia, por me propiciar a realizacdo do Mestrado.

Ao Laboratério de Nutricdo Animal e Bromatologia da Universidade do Estado de
Santa Catarina (CAV/UDESC), por colaborar e ceder amostras para o estudo.

Ao Prof. Gilberto V. Kozloski, pela oportunidade, pelos ensinamentos com dedicacédo

e honestidade e pelo exemplo de profissional que és.

A minha familia, pelo apoio em todos 0s momentos ao tomar todas as decisdes ao
longo de minha vida.

A Renata, “o amor da minha vida”, por estar sempre comigo me apoiando, me

amando, me dando forcas para a busca de meus objetivos.

A minha Carolina, “Caiol”, que encheu minha vida de alegrias, que me fez amadurecer

e perceber o real sentido da vida.

Aos colegas e amigos de laboratério: Mariana, Roberta, Tiago, Suélen, Fernanda,
Simone, Thais, Bruno, Marcelo, Gizele, Vitor, Gonzalo e demais estagiarios pela ajuda,

agradavel convivéncia e amizade.
Em especial, ao meu amigo Vinicius Greff (in memorian), pela sua amizade.

A todos os professores que sempre estiveram dispostos a colaborar para a realizagdo

deste estudo, principalmente ao Henrique e a Lisandre.

Ao0s meus amigos que me escutaram falando de analises e estatisticas nas horas de

lazer.

A Capes, pela concesséo da bolsa de estudos.



RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DE MARCADORES INTERNOS PARA ESTIMATIVA DE
FLUXO DE DIGESTA E PROTEINA MICROBIANA NO DUODENO DE

RUMINANTES
AUTOR: CRISTIANO MIGUEL STEFANELLO
ORIENTADOR: GILBERTO VILMAR KOZLOSKI
Local e Data da defesa: Santa Maria, 26 de Fevereiro de 2014.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o uso de marcadores internos para estimativa
de fluxo de digesta duodenal e de sintese de proteina microbiana duodenal em bovinos e
ovinos. Foram utilizados dados e amostras de oito ensaios de digestibilidade in vivo com
ovinos (n=204) e dois com bovinos (n=31), canulados no duodeno, previamente conduzidos
no Laboratério de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes da Universidade Federal de Santa
Maria e no Laboratdrio de Nutricdo Animal e Bromatologia da Universidade do Estado de
Santa Catarina. Para estimativa do fluxo de digesta duodenal, foram comparados os seguintes
marcadores internos: fibra em detergente acido (FDA) e lignina em detergente acido (LDA).
Para estimar o fluxo de proteina microbiana ruminal no duodeno, foi comparado o uso de
purinas na digesta duodenal com os derivados de purinas (DP) excretados na urina como
marcadores. Neste Gltimo caso, foram testadas diferentes equacGes disponiveis na literatura
para estimar o fluxo de proteina microbiana a partir dos DP urinarios. Concluiu-se que a FDA
pode ser utilizada como marcador interno para estimar o fluxo duodenal de digesta em ensaios
com animais canulados no duodeno, onde é medida a excre¢ao total de fezes, e que o uso dos
DP como marcadores do fluxo duodenal de proteina microbiana é aceitavel em bovinos, mas
ndo em ovinos. Em ovinos, independentemente da equacao utilizada, os DP subestimam a
disponibilidade duodenal de proteina microbiana ruminal.

Palavras-chave: Bovinos. Derivados de Purinas. Fibra em detergente &cido. Lignina em
detergente acido. Ovinos. Purinas.



ABSTRACT

Master of Science Dissertation
Post-Graduate Program in Animal Science Federal
University of Santa Maria

EVALUATION OF INTERNAL MARKERS FOR ESTIMATING DIGESTA FLOW
AND MICROBIAL PROTEIN IN THE DUODENUM OF RUMINANTS
AUTHOR: CRISTIANO MIGUEL STEFANELLO
ADIVISER: GILBERTO VILMAR KOZLOSKI
Defense’s Place and date: Santa Maria, February, 26, 2014.

The aim of this study was to evaluate the use of internal markers to estimate duodenal
flow of digesta and duodenal microbial protein synthesis in cattle and sheep. Data and
samples of in vivo digestibility trials, eight trials with sheep (n=204) and two with cattle
(n=31) were used. All animals were cannulated in the duodenum, procedure previously
conducted at the Laboratory of Food Science and Ruminants Nutrition at the Federal
University of Santa Maria and Laboratory of Animal Nutrition and Food Science at the
University of the State of Santa Catarina. Internal markers, acid detergent fiber (ADF) and
acid detergent lignin (ADL) were compared to estimate the flow of duodenal digesta. Purines
in duodenal digesta were compared with purine derivatives (PD) excreted in urine as markers
to estimate the flow of rumen microbial protein in the duodenum. In the latter case, different
equations available in literature were tested to estimate the flow of microbial protein from
urinary PD. It was concluded that ADF may be used as an internal marker to estimate
duodenal flow of digesta in experimental animals cannulated in the duodenum where total
fecal excretion is measured, and that the use of DP as a marker of duodenal flow of microbial
protein is acceptable for cattle but not for sheep. In sheep, regardless of the equation used, the
DP underestimated duodenal availability of rumen microbial protein.

Keywords. Cattle. Acid detergent fiber. Acid detergent lignin. Purine derivatives. Purines.
Sheep.
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INTRODUCAO

Com o intuito de melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes na alimentacéao
ruminantes, tém sido desenvolvidos modelos/sistemas nutricionais que estimam a oferta de
energia e proteina metabolizavel aos animais. Esses modelos foram desenvolvidos com base
em dados que incluiram medidas da disponibilidade intestinal de nutrientes. A confiabilidade
desses sistemas em predizer o suprimento de nutrientes que irdo atender as demandas dos
animais é dependente da capacidade de medir acuradamente o fluxo de nutrientes pelo trato
digestivo. Desse modo, aumentar a precisdo das medic6es de fluxo é fundamental para reduzir
erros na predicdo aumentar a confiabilidade dos modelos nutricionais.

Dentre as medidas de importancia, incluem-se a estimativa do fluxo de digesta e de
proteina microbiana ruminal no duodeno. O fluxo de digesta duodenal pode ser medido com
uso de cénulas reentrantes. Contudo, em funcdo da sua complexidade e necessidade de
equipamento ndao convencional, usualmente, o fluxo de digesta duodenal é estimado com uso
de marcadores externos ou internos. Marcadores externos (i.e. cromo, iterbium, titanio,
alcanos, entre outros) apresentam algumas limitagdes associadas principalmente ao grau de
mistura com a digesta, variabilidade no fluxo e excrecdo nas fezes, o que torna mais
complexos os procedimentos de dosagem e coleta de amostras e de variabilidade no grau de
recuperacdo do marcador nas fezes. Varias dessas deficiéncias seriam superadas com uso de
marcadores internos, que sdo constituintes naturais do alimento, porém indigestiveis no trato
gastrointestinal dos ruminantes. Marcadores internos utilizados com certa frequéncia incluem
fracdes indigestiveis de MS ou fibra e lignina. A lignina, em detergente acido (LDA), ¢
utilizada como marcador de fluxo de digesta duodenal em animais com canulas de duodeno e
com coleta total de fezes por ndo sofrer digestdo nos intestinos. Contudo, a analise de LDA
envolve uso de acido forte e sua concentracdo nas amostras de digesta é usualmente muito
baixa, diminuindo a precisdo das estimativas. De outra forma, a digestdo da fibra em
detergente acido (FDA) nos intestinos também pode ser considerada insignificante
apresentando-se como um marcador alternativo a LDA para estimar o fluxo de digesta no
duodeno. A concentracdo de FDA na digesta duodenal é relativamente bem mais alta que
LDA, apresentando menor variabilidade nos resultados e, também, sua andlise utiliza

procedimento mais simples, com menor tempo analitico que a LDA.
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Por sua vez, o fluxo de proteina microbiana ruminal no duodeno, usualmente, era
estimado por meio de marcadores externos (i.e. Nis) ou internos (i.e. acido diaminopimélico
(DAPA), purinas, entre outros) medidos na digesta duodenal. Todavia, esta técnica necessita
de animais cirurgicamente implantados com céanula duodenal e depende de estimativas
confiaveis do fluxo de digesta neste compartimento.

Como alternativa, a disponibilidade intestinal de proteina microbiana pode, também,
ser estimada com base na excrecdo urinaria dos derivados de purinas, cuja principal vantagem
é ndo depender de animais canulados no duodeno. No entanto, na literatura, encontram-se
muitas incoeréncias quanto aos resultados de sintese de proteina microbiana utilizando
derivados de purinas como marcador, bem como diferentes equacdes para estima-la.

O objetivo do presente estudo é avaliar o uso de marcadores internos para estimativas
de fluxo de digesta duodenal e de sintese de proteina microbiana ruminal em bovinos e

oVvinos.



CAPITULO |

17



18

AVALIACAO DE MARCADORES INTERNOS PARA ESTIMATIVA DE
FLUXO DE DIGESTA DUODENAL E DIGESTIBILIDADE RUMINAL

RESUMO

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o potencial de uso de componentes
da fibra, FDA em alternativa ao LDA, como marcadores internos na estimativa do fluxo
duodenal em ovinos e bovinos. Também foi avaliada a digestibilidade ruminal quando
empregado cada um dos marcadores. Foram utilizadas amostras e dados de dez ensaios de
digestibilidade, todos com delineamento Quadrado Latino, realizados na Universidade Federal
de Santa Maria, Santa Maria, RS e na Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, SC,
sendo oito ensaios com ovinos (n=204) e dois ensaios com bovinos (n=31). Todos 0s animais
foram cirurgicamente implantados com canula tipo “T” simples no duodeno. As dietas
experimentais foram baseadas no uso de volumosos, com ou sem suplementagdo de
concentrados. Em todos os ensaios, foi feita coleta total de fezes e foram obtidas amostras de
digesta duodenal. Nas fezes e na digesta duodenal, foram analisadas as concentracGes de FDA
e LDA. O fluxo de digesta duodenal foi estimado com base na excrecdo fecal e nas
concentragdes fecal e duodenal de cada marcador. Observaram-se alta e significante (P<0,05)
relacdo entre o fluxo duodenal (g/dia) de MS, no duodeno estimado, com o uso de FDA ou
LDA, tanto em ovinos (R?=0,78) como em bovinos (R?=0,90). No entanto, a analise de
variancia dos dados em cada ensaio resultou em coeficientes de variacdo que, em média,
foram menores para FDA que para LDA (18,07 vs 28,11), indicando que a FDA podem
substituir, com vantagens, as LDA como marcador interno para estimar a digestibilidade
ruminal da MS.

Palavras-chave: Bovinos. Fibra em detergente acido. Lignina em detergente acido. Ovinos.
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EVALUATION OF INTERNAL MARKERS FOR ESTIMATING
DUODENAL DIGESTA FLOW AND RUMINAL DIGESTIBILITY

ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the potential of using fiber components, ADF
and ADL, as internal markers to estimate duodenal flow in sheep and cattle. Ruminal
digestibility when each of the markers was employed was also evaluated. Samples and data
from ten digestibility trials , all with Latin Square design , previously carried out at the
Federal University of Santa Maria in Santa Maria,RS Brazil, and at the University of the State
of Santa Catarina in Lages, SC Brazil were used. Data and samples were extrated from eight
trials with sheep (n=204) and two trials with cattle (n=31). All animals were surgically
implanted with a simple type "T" cannula in the duodenum. Experimental diets were based on
the use of a basal diet with or without concentrate supplementation. Total feces were collected
and duodenal digesta samples were obtained in all assays. Duodenal digesta concentrations of
ADF and ADL were analyzed in feces. The flow of duodenal digesta was estimated based on
fecal excretion and the fecal and duodenal concentrations of each marker. A highly significant
(P <0.05) relationship between the duodenal flow (g/day) of DM in the duodenum estimated
using either the duodenum ADF or ADL is present both in sheep (R®=0.78) and in cattle
(R2=0.90). However, analysis of variance at each trial resulted on average in lower
coefficients of variation for ADF then forADL (18.07 vs 28.11), indicating that the ADF may
replace LDA with advantage as an internal marker to estimate ruminal digestibility.

Keywords: Acid detergent fiber. Acid detergent lignin. Cattle. Sheep.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas na area de nutricdo de ruminantes vém, ha muitos anos, buscando
alternativas para avaliar o valor nutricional dos alimentos. Conhecer o fluxo de nutrientes que
chegaré aos intestinos e estard disponivel para a absorcdo, também, é peca fundamental para
alimentar os modelos que foram desenvolvidos a fim de se estimar as exigéncias e o
desempenho animal.

Usualmente, o fluxo de digesta duodenal € estimado pelo uso de marcadores externos
ou internos. O uso de marcadores externos € frequentemente sujeito a alta variabilidade
associada a fatores que incluem grau de mistura do marcador com a digesta, procedimentos de
dosagem, coleta de amostras, exatiddo e precisdo analitica, grau de recuperacao, entre outros
(OWENS e HANSON, 1992). Vérias dessas deficiéncias podem ser superadas com uso de
marcadores internos, que sdo constituintes naturais do alimento, mas indigestiveis no
segmento gastrointestinal em estudo (VAN SOEST, 1994).

Em estudos de digestibilidade que utilizam animais canulados no duodeno, mantidos
em gaiolas de metabolismo e onde a excrecdo fecal total € mensurada, o fluxo duodenal de
digesta pode ser estimado com um marcador interno que seja indigestivel nos intestinos,
independentemente do seu grau de desaparecimento no rumen. Nesta perspectiva, PORTER
& SINGLETON (1971a) observaram que ndo houve digestdo intestinal da lignina em
detergente acido (LDA) no intestino de ovinos utilizando canulas reentrantes. A LDA
apresenta a vantagem de ser obtida por um método rotineiro em laboratérios de analise de
alimentos, entretanto, problemas relacionados ao método analitico e a repetibilidade dos
resultados tém sido um obstaculo na utilizacdo desta fracdo como marcador (BERCHIELLI et
al., 2005b).

Como alternativa a LDA, outra fracdo da fibra que tem potencial de uso como
marcador do fluxo duodenal de digesta é a fibra em detergente acido (FDA). Porter e
Singleton (1971b) relatam que de 95 a 100% da celulose desapareceu no rumen de ovinos.
Beever et al. (1972) também observaram, em um estudo com ovinos implantados com canula
reentrante, que apenas 5% da celulose digestivel desapareceu pdés-ruminalmente. Da mesma
forma, utilizando a técnica dos saquinhos moveis, Mesquita (2012) observou que o
desaparecimento intestinal de LDA e FDA de residuos de forragem e concentrados incubados

no rumen foi minima (i.e. em torno de 10%) e semelhante. Estes resultados indicam o
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potencial de uso de FDA como alternativa a LDA como marcador do fluxo de digesta no
duodeno em experimentos onde é feita a coleta total das fezes. Em fungdo de sua maior
concentracdo nas amostras, a analise de FDA usualmente tem maior precisdo, resultando em
menor variabilidade nas estimativas de fluxo de digesta se comparada a LDA. Contudo, 0 uso
de FDA como marcador para estimar o fluxo duodenal de digesta ainda necessita ser
consistentemente avaliado. O objetivo do presente estudo foi avaliar a FDA como alternativa
a LDA como marcador interno para estimativas de fluxo de digesta duodenal e digestibilidade

ruminal em ovinos e bovinos.
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2 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

2.1 Fluxo de digesta em ruminantes

A expressdo quantitativa dos processos de digestdo e passagem € necessaria para
estimar precisamente a quantidade e a composicdo dos nutrientes digeridos e seu
aproveitamento pelo animal. A saida ruminal ou fluxo de residuos nao digeridos e
indigestiveis através do trato digestorio denomina-se taxa de passagem, evento este que atua
de forma simultdnea e competitiva com a digestdo. O fluxo ruminal inclui, além da fibra
indigestivel, bactérias e outras fragdes ndo degradadas do alimento, sendo a composicdo e o
volume da dieta variaveis externas que influenciam a digestdo, a taxa de digestdo e a
reciclagem do conteudo ruminal (ELLIS et al., 1994).

A taxa de passagem dos alimentos é um dos mais importantes parametros que
influenciam o desaparecimento ruminal da digesta e a ingestdo e € influenciada pelos niveis
de consumo e pela forma fisica da dieta (MERTENS e ELY, 1982). Outros fatores
determinantes da taxa de passagem sdo o tamanho e a gravidade especifica das particulas
(ELLIS et al.,1994), pois definem o tempo em que as particulas do alimento permanecem no
ramen-reticulo, bem como a distribuicdo pelas diferentes regides destes compartimentos.

O ruminante desenvolveu um complexo e eficiente mecanismo digestivo para
degradacdo e absorcdo dos nutrientes da parede celular das plantas (MERTENS, 2002). Os
aspectos principais da digestdo em ruminantes incluem o fluxo e concentracdo da ingesta no
trato digestorio. Esse processo envolve a taxa de passagem de material indigestivel e
turnover' que, por sua vez, envolve a taxa de digestdo e captagdo liquida de nutrientes
(digestibilidade) (VAN SOEST, 1994).

A digesta no trato gastrointestinal é constituida de particulas e agua, em que é
dissolvida uma série de solutos organicos e inorganicos da dieta ou mesmo do material de
origem endogena. A proporgdo relativa desses componentes na digesta é varidvel de acordo
com a seccdo do trato (FAICHNEY, 1975). A digesta apresenta uma fase liquida (liquido e
pequenas particulas) e outra solida (médias e grandes particulas). Outros importantes

! Turnover é o efeito de mistura que ocorre quando ha fluxo de entrada em um compartimento que tem uma ou
mais saidas para balancear a entrada (VAN SOEST, 1994).
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constituintes da digesta que fluem a partir do rimen séo 0s microrganismos ruminais, em sua
maioria, bactérias, que sdo responsaveis por grande parte do aporte de proteina que sera
disponibilizado ao animal (VAN SOEST, 1994).

O fluxo de digesta pode ser considerado, em termos de velocidade, taxa de fluxo ou
taxa de passagem (WARNER, 1981). Velocidade, que tem unidade de distancia por unidade
de tempo, ¢ aplicada somente para segmentos tubulares do trato gastrointestinal (TGI), onde
fornecem um indice de motilidade intestinal. Taxa de fluxo refere-se ao volume ou massa de
digesta que passa um ponto do TGI por unidade de tempo e ¢ medida em associagdo com
outras analises. Permite fazer estimativas da particdo da digestdo, ou seja, a extensdo da
digestdo, absorcdo e/ou excrecdo ocorrendo em segmentos definidos do trato digestorio. Por
outro lado, a taxa de passagem mede o tempo em que uma porcao da digesta é exposta ao
processo de mistura digestdo e absorcdo no TGI, ou em um segmento especifico deste
(FAICHNEY, 2005).

No trato digestério como um todo, é possivel estimar a digestibilidade ou fluxo por
meio da recuperacdo fecal de um marcador, no entanto, quando se deseja saber o fluxo em um
determinado segmento do trato digestivo, iSso requer o uso de animais com algum grau de
preparacdo cirdrgica (GROVUM, 1986). A producédo fecal pode ser determinada a partir de
coleta total ou da recuperacdo do marcador fecal. As medidas de fluxo de digesta duodenal
requerem cénula reentrante, dificultando os trabalhos. No entanto, estimativas de fluxo de
digesta tém sido obtidas com a coleta de amostras de digesta via canulas duodenais do tipo T

e uso de marcadores.

2.2 Uso de marcadores em estudos de nutricdo de ruminantes

Marcadores sdo substancias indigestiveis, normalmente de facil determinacdo, que
podem ser fornecidos junto com o alimento ou determinados em algum segmento do sistema
digestdrio e, posteriormente, identificados e quantificados nas fezes ou ao final do segmento
em estudo (WARNER, 1981). A utilizacdo de marcadores ¢é de grande relevancia em estudos
de nutricdo animal por possibilitar a estimativa de pardmetros como produgdo fecal,
coeficiente de digestibilidade, consumo de alimentos e fluxo de nutrientes pelo trato
gastrintestinal dos animais e que, em determinadas situacGes, ndo podem ser obtidos

facilmente pela impossibilidade de manipulagdo constante dos animais.
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Owens e Hanson, (1992) e Faichney, (1975) sugerem que um marcador ideal tenha as
seguintes caracteristicas: 1) ndo deve ser absorvido; 2) ndo deve afetar ou ser afetado pelo
trato gastrointestinal ou pela populagdo microbiana; 3) deve fluir paralelamente, ser
fisicamente semelhante ou intimamente associado com o material a ser marcado e; 4) deve ter
um método especifico e sensivel de estimacao.

Uma vez que a digesta pode ser dividida em duas fases, é recomendavel que seja
utilizado um marcador para cada fase, pois as fases ndo possuem a mesma propor¢édo na
digesta duodenal (WALLER et al., 1980). Fluidos passam pelo rimen mais rapidamente que
particulas pequenas e pequenas particulas densas passam pelo rimen mais rapidamente que
particulas grandes. Nenhum marcador Unico preenche todos estes critérios (MERCHEN,
1993), mas o grau toleravel de erro difere com a variavel que esta4 sendo medida (OWENS e
HANSON, 1992).

Os indicadores podem ser classificados como internos representados por substancias
indigestiveis presentes naturalmente em algum componente da dieta, ou externos, quando
adicionados a dieta ou fornecidos via oral ou ruminal aos animais.

Marcadores externos sdo extensamente utilizados em nutricdo de ruminantes, seja na
medida de fluxo, excrecdo fecal ou nas estimativas de digestibilidade de dietas. Dentre eles,
podemos citar os compostos de metais trivalentes, tais como, Cromo, Titanio e Cobalto
(MARAIS, 2000).

2.3 Marcadores internos para estimativa do fluxo de digesta

Os marcadores internos sdo compostos indigestiveis dos alimentos, representados
geralmente por uma fracdo da parede celular e ndo requerem preparacdo especial
(BERCHIELLI et al., 1998; SALIBA, 1998). Estes apresentam vantagem por ja estarem
presentes no alimento e, de modo geral, permanecerem distribuidos na digesta durante o
processo de digestdo e excrecdo (BERCHIELLLI et al., 2005a).

Marcadores internos sdo comumente empregados nos estudos de digestdo por
apresentarem uma série de vantagens frente aos marcadores externos. Ambos marcadores sao
utilizados, principalmente, em experimentos com animais em pastejo para medira excrecao
fecal, onde € dificultada a dosagem individual dos animais. Entretanto, o seu uso ainda tem

restricbes em fungé@o de erros provocados pela modificagdo do marcador no alimento e nas
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fezes, ou seja, 0 marcador pode ser quimicamente modificado pela acdo da digestdo
(MARALIS, 2000).

Propostos inicialmente por Lippke et al. (1986), os componentes indigestiveis da
parede celular, como a fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) e a fibra em detergente
4cido indigestivel (FDAI) tém sido usados (ITAVO et al., 2002; ZEOULA et al., 2002),
podendo ser obtidos pela incubacdo ruminal em sacos de nailon ou incubacgéo in vitro em
liquido ruminal (FREITAS et al., 2002). Segundo Cochran et al. (1986), a FDNi e a FDAIi sdo
indicadores com potencial de utilizagdo para estimativa da digestibilidade. Entretanto,
problemas com relacdo a variagdes nos resultados, possivelmente em funcdo do método de
analise destes marcadores, sdo relatados (DETMANN et al., 2001). As fracbes indigestiveis
da fibra apresentam ainda problemas relacionados a recuperagdo fecal, que dificultam a
adocédo de metodologias baseadas nessas fragdes (KOZLOSKI et al., 2009).

2.4 Desaparecimento ruminal e intestinal da FDA e LDA

O efeito do aumento do tempo de incubacdo ruminal leva a um aumento da
degradacdo ruminal das fragdes fibrosas. Segundo Weiss (1994), a digestibilidade da fibra
depende, dentre outros fatores, do tempo de fermentagdo ruminal.

Embora em alguns trabalhos se relate que ndo ocorre degradacdo da lignina no rimen
(CRAMPTON e MAYNARD,1938; ELLIS et al., 1946; FORBES et al., 1946), existem
estudos que contrapdem este fato. Haleet al. (1940) observaram digestibilidade ruminal da
lignina dietética variando de 5,1% a 23,7%. Mesquita (2012) observou degradabilidade
ruminal média de 21% da lignina dietética. Entretanto, nos intestinos a lignina é indigestivel
(PORTER e SINGLETON, 1971a).

Segundo Porter e Singleton (1971b), uma fracdo muito pequena da celulose digestivel
chega ao intestino, cerca de 95 a 100% da celulose digestivel ¢ degradada no rumen de
ovinos. Beever et al. (1972), ao realizarem um estudo com ovinos implantados com canula
reentrante, encontraram apenas 5% de desaparecimento pos-ruminal da celulose. Segundo
MacRae e Armstrong (1969), 91% da celulose digestivel é fermentada no ramen de ovinos
alimentados exclusivamente com feno. Em bovinos a proporcao é a mesma (WALDO, 1970).

Mesquita (2012), utilizando a técnica dos saquinhos mdveis, incubou diferentes dietas

em saquinhos de poliéster, pos-digestdo ruminal, na porcdo inicial do duodeno de bovinos e
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observou que tanto a LDA, quanto a FDA praticamente ndo se degradaram nos intestinos.
Porém, este autor observou um desaparecimento intestinal de LDA similar a porcdo que
desapareceu da FDA (em torno de 10%). Isto indica que a perda de FDA levou a perda de
LDA uma vez que essas fragdes sdo estritamente ligadas e sua hip6tese mais coerente para
este fato é que esse desaparecimento tenha ocorrido em funcao de perda de particulas através

dos poros dos saquinhos de poliéster.
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3 HIPOTESE

A fibra em detergente &cido dos alimentos que escapa da fermentacdo ruminal pode
ser utilizada como marcador para estimativas do fluxo de digesta duodenal e digestibilidade

ruminal em bovinos e ovinos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e época

As analises laboratoriais e de dados foram conduzidas no Laboratorio de Bromatologia
e Nutricdo de Ruminantes, vinculado ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal

de Santa Maria, no periodo de margo de 2012 a novembro de 2013.

4.2 Ensaios

Foram utilizadas amostras de digesta duodenal e fezes, bem como dados de consumo e
excrecdo fecal de dez (10) ensaios de digestibilidade in vivo previamente conduzidos no
Laboratorio de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes da Universidade Federal de Santa
Maria e no Laboratério de Nutricido Animal e Bromatologia da Universidade do Estado de
Santa Catarina. O banco de dados e amostras foi constituido por oito (8) ensaios com ovinos
(n=204) e dois (2) ensaios com bovinos (n=31), sendo utilizado para a realizacdo de todos 0s
ensaios 0 delineamento experimental Quadrado Latino. Todos os animais foram
cirurgicamente preparados para a implantacdo de canula do tipo “T” no duodeno proximal
para possibilitar as coletas de digesta duodenal. Os animais foram alojados em gaiolas
metabdlicas e alimentados com dietas experimentais baseadas no uso de volumosos, com ou
sem suplementacdo de concentrados. As descri¢cGes gerais das dietas e varidveis relevantes

sdo apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Descricdo de algumas variaveis (dieta, peso corporal, consumo de matéria seca (MS) e digestibilidade da MS) nos ensaios com ovinos

e bovinos utilizados no estudo.

Peso Digestibilidade
Ensaios N Dieta Espécie Corporal Consumo MS MS
(kg) (g/dia) (%)
1 16 Cynodon dactylon fresco Ovinos 23-31 294-784 47-74
2 15 Sorghum sudanense congelado + farelo de canola e milho Ovinos 28-34 330-963 50-86
moido
3 14 Lolium multiflorumLam fresco + extrato tanifero de Acacia  Ovinos 28-33 245-879 62-81
mearnsii (infusdo intrarruminal)
4 24 Lolium multiflorum Lam fresco Ovinos 18-28 221-926 63-91
5 28 Silagem de Lolium multiflorum Lam + silagem de milho Ovinos 22-38 390-1414 63-75
6 66 Lolium multiflorum Lam fresco ou feno de cynodon sp. + Ovinos 15-36 105-711 43-80
niveis de glicerina bruta (infusdo intrarruminal)
7 25 Pennisetum purpureum + feno de Arachis pintoi Ovinos 31-44 575-1258 58-69
8 16 Pennisetum purpureum + feno de Arachis pintoi Ovinos 35-46 915-1542 47-63
9 15 Avena strigosa fresca + farelo de soja, farelo de arroz, Bovinos 110-205 2176-4144 73-83
grdo de milho moido e niveis de extrato tanifero de Acacia
mearnsii
10 16 Silagem de milho + farelo de soja ou farelo de canola + Bovinos 190-395 4926-9868 67-75

farelo de trigo grdo de milho moido e niveis de extrato
tanifero de Acacia mearnsii
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4.3 Coleta de amostras

Os periodos experimentais dos ensaios variaram entre 15 a 21 dias de adaptagdo e 5 a
7 dias para coleta de dados e amostras. As amostras de alimento, sobras e fezes foram pesadas
e amostradas diariamente durante o periodo de coletas. Foram coletadas amostras de digesta
duodenal (aproximadamente 100 mL) a cada 2 ou 3 horas por um periodo de 24 horas.

As amostras de alimento, sobras, fezes e digesta duodenal foram previamente secas em
estufa com circulacdo forcada de ar a 55° C durante, no minimo, 72 horas, moidas a 1 mm e

armazenadas para posterior analise.

4.4 Analises quimicas

Nas amostras de alimentos e sobras, foram analisados os teores de matéria seca (MS) e
matéria organica (MO). Nas amostras de fezes e digesta duodenal foram analisados os teores
de MS, MO, fibra em detergente neutro (FDN), FDA e LDA. A FDA, FDAc (livre de cinzas)
e a LDA foram utilizadas como marcadores para estimativa de fluxo de digesta no duodeno.

O teor de MS foi determinado por secagem em estufa a 105°C durante, pelo menos, 16
horas. O conteddo de cinzas foi determinado por combustdo a 600°C durante 4 horas e a
matéria organica (MO) por diferenca de massa.

Para a analise dos marcadores, foram pesadas, separadamente, 0,5 g de amostras de
fezes e digesta duodenal em saquinhos de poliéster (KOMAREK, 1993) com porosidade de
16 um e dimensdes de 4 x 5 cm. As amostras de fezes e digesta duodenal do mesmo animal
foram analisadas sempre juntas (passaram pelos mesmos processos analiticos) e de forma
sequencial, conforme Robertson e Van Soest (1981). Primeiramente, as amostras passaram
por um processo de digestdo com detergente neutro para remocéao das fragbes sollveis apos,
0s saquinhos contendo o residuo foram lavados em agua corrente, secos em estufa a 105°C
por 24 horas e pesados. Os mesmos saquinhos, apos o tratamento com detergente neutro,
foram submetidos & digestdo em solugdo detergente acido. Apds a digestdo acida, 0s
saquinhos foram novamente lavados em agua corrente, secos em estufa a 105°C por 24 horas,

pesados e posteriormente submetidos a analise de lignina utilizando H2SO4 12M. Os
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saquinhos contendo a FDA permaneceram 3 horas em contato com o acido e, posteriormente,
foram secos em estufa a 105°C por 24 horas e pesados. Os residuos, apos a determinacao
sequencial dos teores de FDN, FDA e LDA, foram submetidos a combustdo em mufla a
600°C por 3 horas para quantificar os teores de matéria mineral nos residuos.

A anélise de FDN foi baseada nos procedimentos descritos por Mertens (2002) sem
uso de a-amilase termoestavel e sulfito de sodio e a analise de FDA foi feita, de acordo com 0
Método 973.18 da AOAC (1997), a excecdo do fato de as amostram terem sido pesadas
dentro de sacos de poliéster (4 x 5 cm; porosidade de 16 um) e tratadas com detergente neutro
ou acido em autoclave a 110°C por 40 minutos (SENGER et al., 2008). Para analise de LDA,
0s saquinhos contendo o residuo em detergente acido foram digeridos com acido sulfurico 12
M durante 3 horas (Método 973.18 da AOAC, 1997).

4.5 Calculos

4.5.1 Fluxo duodenal de MS

O fluxo duodenal de MS (g/dia) foi estimado com base na excregdo fecal e na
concentracdo do marcador (FDA, FDAc ou LDA) nas fezes e na digesta duodenal, conforme a

equacao:

MS fecal (g/dia) x Marcador nas fezes (g/kg MS)

Fl Duodenal MS(g/dia) =
uxo Luodena (g/dia) Marcador na digesta duodenal (g/kg MS)

4.5.2 Digestibilidade ruminal da MS (DRMS)

Consumo MS (g/dia) — MS duodenal (g/dia) o

DRMS (%) =
(%) Consumo MS (g/dia)

100
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4.6 Analises estatisticas

Os marcadores foram comparados entre si por meio de regresséo linear, utilizando um

modelo misto que incluiu o efeito fixo de ensaio. O modelo de anéalise de variancia foi:
Yij= u + Ei + bCij + biCij +¢ij

Y= variavel dependente (fluxo estimado utilizando FDA)
p= média geral
Ei= efeito fixo de ensaio
bCij= coeficiente de regressdo linear geral entre os valores de fluxo duodenal estimados
utilizando FDA contra os estimados através da LDA
biCij= coeficiente de regresséo linear dentro de cada ensaio

elj= erro residual

Em cada comparagéo foi gerado um coeficiente de determinagdo (R?) que indicou o
grau de precisao da relacéo entre as duas medidas. Foi testado se o intercepto era diferente de
zero e se o coeficiente de regressdo era diferente de 1 utilizando o teste “t”. Adicionalmente, a
digestibilidade ruminal estimada com FDA ou LDA, em cada ensaio, foi analisada com um
modelo misto que incluiu efeito fixo de tratamento e os efeitos aleatorios de animal e periodo.
Essa analise gerou um coeficiente de variacdo (CV) para cada marcador em cada ensaio. Os
coeficientes de variacdo foram, dessa forma, comparados pelo teste F. Todas as analises

foram feitas utilizando o programa estatistico SAS, (2007).
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5 RESULTADOS

Nas figuras 1 e 2, estdo representadas as relac@es entre o fluxo duodenal de MS (g/dia)
estimado atraves da fibra em detergente acido (FDA) e a fibra em detergente &cido livre de
cinzas (FDAc) em ovinos e bovinos, respectivamente. Foi observada alta e significativa
(P<0.05) relacdo entre os dois marcadores para ambas as espécies. Os coeficientes de
determinacdo foram elevados, de 0,96 e 0,98 para ovinos e bovinos, respectivamente. Ambos

os coeficientes de regressdo foram iguais a 1 e interceptos iguais a zero (P>0,05).

1200
y =0.9654x+ 10.821
1000 R>=0.9575
CV=11.42
800 Intercepto=0
! Coef. Reg=1
= 600 P>0.05
L 4
400
200
0
0 200 400 600 800 1000 1200
FDAc

Figura 1- Relacéo entre fluxo duodenal de MS (g/dia) estimada através da fibra em detergente
acido (FDA), ou fibra em detergente acido livre de cinzas (FDAc) como
marcadores internos medidos na digesta duodenal e fezes de ovinos (n=204,
P<0.05).
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Figura 2— Relacdo entre fluxo duodenal de MS (g/dia) estimada através da fibra em detergente
acido (FDA), ou fibra em detergente acido livre de cinzas (FDAc) como
marcadores internos medidos na digesta duodenal e fezes de bovinos (n=31,
P<0.05).

A partir desses resultados, optou-se pelo uso da FDA com cinzas como alternativa a
LDA, pois a FDA (com cinzas) ndo apresentou diferenca estatistica da FDAc. O processo de
combustdo da FDA para descontar o teor de cinzas da amostra aumenta o custo e o tempo de
analise. Além disso, as cinzas presentes na FDA, normalmente, apresentam-se em baixas
concentracfes. Isto pode acarretar em erros na pesagem e, como consequéncia, a
superestimacdo ou subestimacéo da FDA.

Nas figuras 3 e 4, foram observados com altas e significantes (P<0.05) relacGes entre
os fluxos duodenais de MS (g/dia) quando estimados através da FDA e comparados com a
LDA como marcadores internos em ovinos (Figura 3) ou bovinos (Figura 4). O coeficiente de
determinacdo (R?) foi maior para bovinos (0,90) que para os ovinos (0,78). Embora os
coeficientes de determinacgéo elevados, somente para os bovinos o coeficiente de regressao foi

igual a 1 e o intercepto igual a zero (P>0,05).
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Figura 3— Relacéo entre fluxo duodenal de MS (g/dia) estimada através da fibra em detergente
acido (FDA), ou lignina em detergente &cido (LDA) como marcadores internos
medidos na digesta duodenal e fezes de ovinos (n=204, P<0.05).
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Figura 4— Relacdo entre fluxo duodenal de MS (g/dia) estimada através da fibra em detergente
acido (FDA), ou lignina em detergente acido (LDA) como marcadores internos
medidos na digesta duodenal e fezes de bovinos (n=31, P<0.05).
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As relacGes entre digestibilidade total (%) dos alimentos e a digestibilidade ruminal
(%), utilizando a FDA ou LDA como indicador de fluxo de digesta duodenal, estdo
apresentadas nas figuras 5, 6, 7 e 8. Nessas figuras, sdo apresentadas duas equacdes e duas
linhas. Uma das equacgdes (linha cheia) expressa o grau de precisdo das estimativas, enquanto
a outra (linha tracejada) foi forcada a origem e expressa o grau de desvio médio das
estimativas. Com base na equacdo em que o intercepto é forcado a origem, observa-se a
digestibilidade ruminal (%) em relacdo a digestibilidade total.

A digestibilidade ruminal em relacdo a digestibilidade total em ovinos, utilizando FDA
como marcador (Figura 5), foi em média 78,8% com coeficiente de determinacdo de 0,69.
Quando utilizado a LDA (Figura 6), foi em média de 75,1% da digestibilidade total, com R?
de 0,73. O coeficiente de variacao foi menor para o FDA (31,3%) que para o LDA (34,7%).

Na figura 7, é apresentada a digestibilidade ruminal nos bovinos, representando em
média de 69.3% da digestibilidade total, com R? de 0.64 com a FDA como marcador. Ao
utilizar a LDA como marcador nos bovinos (Figura 8), a digestibilidade ruminal representou
uma média de 66.3% da digestibilidade total, mas com baixo coeficiente de determinacdo
(R2=0.27). O coeficiente de variacdo, como ocorreu para a espécie ovina, para a FDA
(12,6%), foi inferior a de LDA (22.2%) na espécie bovina.

Na figura 9, estdo apresentadas as médias dos coeficientes de variacdo da
digestibilidade ruminal da MS estimadas através de ambos marcadores para todos 0s ensaios
(8 de ovinos e 2 de bovinos). O coeficiente de variacdo médio foi menor para a FDA (CV=
18,07, DP= 5,2) em comparacdo a LDA (CVv=28,11, DP=13,74). No entanto, a analise da
variancia no ambito dos ensaios indicaram que a FDA é mais precisa que LDA para estimar

digestibilidade ruminal.
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Figura 5 — Relagdo entre digestibilidade total da MS (%) e digestibilidade ruminal da MS (%)
estimadas através do fluxo duodenal de MS, utilizando a FDA como marcador
interno na digesta de ovinos (n=204, P<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regressao cujo intercepto foi forcado a origem.
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Figura 6 — Relacéo entre digestibilidade total da MS (%) e digestibilidade ruminal da MS (%)
estimadas através do fluxo duodenal de MS, utilizando a LDA como marcador
interno na digesta de ovinos (n=204, P<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regressao cujo intercepto foi forcado a origem.
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Figura 7 — Relacdo entre digestibilidade total da MS (%) e digestibilidade ruminal da MS(%)
estimadas através do fluxo duodenal de MS, utilizando a FDA como marcador
interno na digesta de bovinos (n=31, P<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regressao cujo intercepto foi forcado a origem.
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Figura 8 — Relagdo entre digestibilidade total da MS (%) e digestibilidade ruminal da MS (%)
estimadas através do fluxo duodenal de MS, utilizando a LDA como marcador
interno na digesta de bovinos (n=31, P<0,05). A linha tracejada representa o
resultado da regressao cujo intercepto foi forcado a origem.
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Figura 9—Médias dos coeficientes de variacdo da digestibilidade ruminal da MS, estimadas
através da fibra em detergente acido (FDA) ou lignina em detergente &cido (LDA),
como marcadores internos em ensaios com ovinos (8 ensaios) e bovinos (2
ensaios). Linhas acima das barras indicam o desvio padrdo das médias (DP)
(P<0.05, n=10).
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6 DISCUSSAO

As estimativas do fluxo de MS ao duodeno e as relagdes entre elas indicam que o FDA
pode ser utilizado como marcador de fluxo de digesta, como alternativa ao LDA, em bovinos
e ovinos. Os fluxos de digesta duodenal obtidos a partir das concentracbes de FDA e LDA
foram similares. Estes resultados estdo em concordancia com Porter e Singleton (1971a) que
indicaram o uso do LDA como marcador por ndo haver degradacdo intestinal dessa fracao.
Em um trabalho subsequente, Porter e Singleton (1971b) apontaram a possibilidade de outras
fracdes, principalmente a FDA por apresentar degradacdo intestinal muito pequena, como
possiveis marcadores. Os coeficientes de variacdo, observados nas determinacdes de fluxo de
digesta baseadas na FDA, foram inferiores aos observados com a LDA, o que reforca o
potencial dessa fracao ser utilizada como marcador do fluxo de digesta em ovinos e bovinos.

A estimativa da degradacgéo ruminal dos alimentos tem sido fundamental para avaliar a
quantidade de nutrientes disponiveis para 0s microrganismos do rdmen e sua qualidade
(MOREIRA et al., 2003). No presente estudo, a digestibilidade ruminal foi semelhante entre
os marcadores dentro de cada espécie, com a FDA apresentando valores de digestibilidade
ruminal mais elevados em relacdo a digestibilidade total. Os valores médios de digestibilidade
ruminal da MS, nos ensaios com ovinos, foram de 78% com FDA e de 75% com LDA e, nos
ensaios em que foram utilizados bovinos, foram de 69% e 66% com a LDA e FDA,
respectivamente. A menor digestibilidade ruminal em bovinos pode ser explicada pelo fato de
as dietas serem compostas por concentrado, proporcionando maior taxa de passagem e,
consequentemente, menor tempo de retencdo do alimento no ramen. Owens e Zinn (2005)
encontraram resultados semelhantes em um estudo com vacas, em lactacdo, alimentadas com
dietas ricas em amido em que em torno de 60% de todo o alimento digerido ao longo do trato
gastrointestinal foi degradado no rimen.

Quando observados os coeficientes de variacdo, verificou-se que esta medida de
dispersdo apresentou valores mais baixos para a FDA e, conforme a analise de variancia, a
FDA é mais precisa que a LDA para estimar digestibilidade ruminal. Com base nos resultados
obtidos neste estudo, é possivel afirmar que a FDA pode ser utilizada como marcador de fluxo
de digesta duodenal, uma vez que os resultados foram semelhantes entre os marcadores e
menores variagdes foram obtidas nas estimativas utilizando a FDA. Além disso, como citado
por Van Soest et al. (1993), a lignina € um componente indigestivel nos intestinos e pode ser
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utilizada como indicador. Conforme os resultados obtidos no presente estudo, a mesma
afirmacéo pode ser feita para a FDA.

Dados da literatura indicam que a lignina apresenta problemas com a determinagéo e
recuperacdo fecal (BERCHIELLI et al. 2005b). A complexa e variavel estrutura da lignina
torna dificil a adogcdo de metodologias especificas que determinem, com alta confiabilidade,
sua real concentracdo. A situacdo é agravada ao considerar evidéncias de que a lignina
dietética difere da lignina fecal em seus constituintes quimicos (ELAN e DAVIS, 1961). Jung
e Fahey (1983) observaram que a lignina é degradada ou modificada estruturalmente durante
a passagem pelo trato gastrointestinal, resultando em baixa recuperacao fecal.

Outro problema associado a adocdo da LDA como marcador é a variabilidade dos
resultados obtidos nas andlises. Mesmo com vastas pesquisas, a composi¢do da lignina
permanece obscura e, consequentemente, sua determinagdo quantitativa € basicamente
empirica (FAHEY et al., 1983). No entanto, a analise de FDA é um método corriqueiro entre

os laboratdrios, pois é de baixo custo, rapido e com boa reprodutibilidade nos resultados.
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7 CONCLUSOES

O fluxo duodenal e a digestibilidade ruminal da MS podem ser precisamente
estimados a partir da relacdo entre a concentracdo de FDA ,com cinzas, nas fezes e na digesta

duodenal de ruminantes.
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COMPARAQAO DE METODOS PARA ESTIMAR A SINTESE DE
PROTEINA MICROBIANA RUMINAL: DERIVADOS DE PURINAS
URINARIOS E PURINAS NO DUODENO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de purinas microbianas da digesta duodenal
e derivados de purinas excretados na urina para estimar a sintese de proteina microbiana
ruminal em bovinos e ovinos. Foram utilizadas amostras e dados de nove ensaios de
digestibilidade, todos com delineamento Quadrado Latino, realizados na Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS e na Universidade do Estado de Santa Catarina,
Lages, SC, sendo sete ensaios com ovinos (n=176) e dois ensaios com bovinos (n=31). Todos
os animais foram cirurgicamente implantados com canula tipo “T” simples no duodeno. As
dietas experimentais foram baseadas no uso de volumosos, com ou sem suplementa¢do com
concentrados. Em todos os ensaios, foi feita coleta total de fezes e urina e obtidas amostras de
digesta duodenal. Na digesta duodenal foi analisada a concentracdo de purinas e, na urina,
foram analisados os derivados de purinas. A sintese de proteina microbiana foi estimada com
base nas concentragdes de purinas no duodeno e fluxo de digesta duodenal, ou pela
concentracdo de derivados na urina utilizando as equacGes encontradas na literatura utilizada
no estudo. Nos bovinos, o nitrogénio microbiano estimado pelos derivados apresentou alta e
significativa relacdo (P<0.05) quando comparado com o método das purinas em todas as
equacdes testadas. A eficiéncia da sintese de proteina microbiana foi superior quando
estimada pelos derivados, entretanto, encontra-se dentro da faixa de valores citados na
literatura. Nos ovinos, o nitrogénio microbiano e a eficiéncia de sintese de proteina
microbiana foram superiores quando estimados pelas purinas. As equacOes testadas, que
apresentaram melhor relagdo com as purinas microbianas da digesta duodenal de ovinos,
foram a de Chen e Gomes, (1992) e Ma et al.,(2013a). Dessa forma, conclui-se que o
nitrogénio microbiano pode ser estimado a partir dos derivados de purinas urinarios em
bovinos, porém, em ovinos, os derivados subestimam a quantidade de nitrogénio microbiano,
quando comparado com o método das purinas no duodeno.

Palavras-chave: Acidos nucleicos. Acido drico. Alantoina. Bovinos. Nitrogénio microbiano.
Ovinos.
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COMPARISON OF METHODS FOR ESTIMATING SYNTHESIS OF
MICROBIAL RUMINAL PROTEIN: URINARY PURINE
DERIVATIVES AND PURINES IN THE DUODENUM

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of microbial purines of duodenal
digesta and purine derivatives excreted in urine to estimate rumen microbial protein synthesis
in cattle and sheep. Samples and data from nine digestibility trials , all with Latin Square
design , performed at the Federal University of Santa Maria, and the University of the State of
Santa Catarina, , were used seven trials with sheep (n=176) and two trials with cattle (n=31).
All animals were surgically implanted with simple type "T" duodenum cannula. The
experimental diets were based on the use of a base diet, with or without concentrate
supplementation. A total collection of feces and urine, as well as the collection samples of
duodenal digesta were carried out in all assays. The concentration of purines and urine of
purine derivatives was analyzed in duodenal digesta. The synthesis of microbial protein was
estimated based on the concentrations of purines either in the duodenum and the duodenal
digesta flow or the concentration of urine derived using equations found in literature used in
the study. In cattle the estimated microbial nitrogen by derivatives presented high and
significant relation (P<0.05) when compared with the method of purines in all equations
tested. The efficiency of microbial protein synthesis was higher than that estimated by
derivatives , however, lies within the range of values reported in the literature . In sheep, the
microbial nitrogen and efficiency of microbial protein synthesis were higher when estimated
by purines. The tested equations which showed better relationship with the microbial purines
of duodenal digesta of sheep were Chen and Gomes (1992) and Ma et al., (2013b). Thus, it
may be concluded that the microbial nitrogen may be estimated from urinary purine
derivatives in cattle, but in sheep derivatives underestimate the amount of microbial nitrogen
when compared with the method of purines in the duodenum.

Keywords: Allantoin. Cattle. Microbial nitrogen. Nucleic acids. Sheep. Uric acid.
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1 INTRODUCAO

As exigéncias proteicas dos ruminantes sdo atendidas mediante a absorcdo intestinal
de amino&cidos provenientes, principalmente, da proteina microbiana sintetizada no rimen e
da proteina de origem alimentar ndo degradada no rimen (KOZLOSKI, 2011). Segundo Clark
et al. (1992), a quantificacdo da sintese de proteina microbiana, bem como a determinacédo da
degradacdo da proteina dos alimentos no rimen sdo o0s pontos criticos em todos os sistemas
de avaliacdo nutricional de animais ruminantes, especialmente no caso de animais de alto
potencial produtivo.

Os microrganismos do rimen sdo ricos em &cidos nucléicos com cerca de 18% do
nitrogenio total (CHEN e @RSKOV, 2004). A fim de quantificar a proteina microbiana,
foram desenvolvidas metodologias como a proposta por Zinn e Owens (1986), adaptada a
partir de uma técnica desenvolvida por McAllan e Smith (1969), que objetiva a mensuracdo
de purinas nas bactérias. Com base nesses métodos, a sintese de proteina microbiana pode ser
estimada através do fluxo duodenal de purinas. Esta medida por ser direta, poderia trazer
maior confiabilidade na estimativa de fluxo de proteina microbiana ruminal. No entanto, para
a medida do fluxo e a obtencdo de amostras de digesta duodenal, é necesséario o uso de
animais fistulados pos-ruminalmente. Esses métodos sdo considerados invasivos e,
consequentemente, de encontro as premissas de sanidade e bem-estar animal além, dos custos
envolvidos com o procedimento cirdrgico e manutencdo destes animais (TAS e
SUSENBETH, 2007).

Pesquisas vém sendo realizadas durante os Gltimos 20 a 30 anos acerca da excrecao
urinaria de metabolitos das purinas com o objetivo de usar a excrecdo desses metabolitos
como um pardmetro para estimar quantitativamente a oferta de proteina microbiana
sintetizada no rumen. As purinas dos microrganismos do rimen sdo metabolizadas e
excretadas na urina na forma de seus produtos finais, também chamados de derivados de
purinas: alantoina, acido drico, hipoxantina, xantina. Chen e Gomes (1992) desenvolveram
uma metodologia baseada na mensuracdo da excregdo de derivados de purinas na urina para
estimar a sintese de proteina microbiana. A utilizacdo desta técnica apresenta vantagens sob
outros métodos por ndo ser invasiva, eliminando os transtornos de comportamento alimentar e

digestivo dos animais devido & implantacdo de canulas e, ademais, é de facil implantagdo na
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maioria das circunstancias experimentais, pois necessita unicamente da coleta de urina do
animal (CARRO, 2001).

Entretanto, na literatura encontram-se muitas incoeréncias quanto aos resultados da
sintese de proteina microbiana utilizando derivados de purinas, bem como diferentes equacdes
para estiméa-la. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo comparar o uso das purinas
da digesta duodenal com os derivados de purinas excretados na urina como marcadores para

estimar a sintese de proteina microbiana em bovinos e ovinos.



53

2 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

2.1 Sintese de proteina microbiana ruminal

A quantificacdo da sintese de proteina microbiana € necessaria devido a grande
importancia que 0s microrganismos ruminais, principalmente as bactérias, possuem na
digestdo e degradacéo da fibra, além de ofertarem ao animal proteina microbiana de alto valor
biologico para absor¢do no intestino delgado. Em razdo disso, existe interesse constante em
estudar mais detalhadamente a quantidade de proteina produzida pelos microrganismos do
rumen para melhor atender as exigéncias proteicas dos animais.

A quantidade e a eficiéncia de sintese de proteina microbiana no rimen dependem da
fermentacdo ruminal realizada pelos microrganismos que habitam os pré-estdmagos do
animal, que, por sua vez, requerem energia e proteina em quantidade e qualidade adequadas a
sua demanda metabolica para hidrélise e digestdo de moléculas complexas como, por
exemplo, a celulose (VALADARES FILHO, 1995). Infelizmente, a relacdo entre N e
exigéncias de energia para 0S microrganismos ruminais em ruminantes sdo complexas e néo
bem compreendidas. Além disso, o estabelecimento de uma relagdo 6tima de nitrogénio para
a energia na dieta fornecida é complicado porque dois requisitos devem ser atendidos, um
para 0s microrganismos ruminais e outro para o animal (CLARK et al., 1992).

As exigéncias proteicas dos ruminantes sdo atendidas mediante a absorgdo intestinal
de aminoéacidos provenientes, principalmente, da proteina microbiana sintetizada no rimen e
da proteina de origem alimentar ndo degradada no rimen (HUTTON et al., 1971; RUSSEL, et
al., 1992). Trabalhos de pesquisa tém demonstrado que 40 a 90% da proteina que chega ao
intestino delgado é de origem microbiana (SCHNIFFEN e ROBISON, 1987; CLARK et al.,
1992). A estimativa da sintese microbiana ruminal pode ser obtida através de marcadores
microbianos internos ou externos. No entanto, existe uma limitagdo na compreensdo do
processo da sintese de proteina microbiana devido a falta de métodos simples e precisos para
fazer estas estimativas in vivo (CHEN e GOMES, 1992).
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2.4 Marcadores microbianos

Os marcadores microbianos podem ser classificados em dois grandes grupos:
marcadores internos e externos. Os marcadores internos s&o constituintes das células
microbianas e, por isso, ndo precisam ser administrados aos animais experimentais. Por outro
lado, os marcadores externos devem ser administrados aos animais experimentais para que
sejam incorporados pelos microrganismos ruminais fazendo parte de suas estruturas
(CARRO, 2001).

Segundo Broderick e Merchen (1992), um marcador microbiano ideal deveria cumprir
0s seguintes requisitos: (1) ser de fécil determinagdo e quantificacdo, (2) ndo fazer parte da
composi¢éo alimentar dos animais, (3) distribuir-se de maneira uniforme em todas as espécies
microbianas ruminais e (4) ser biologicamente estavel. Dehority (1995) acrescentou mais trés
requisitos: (5) ndo ser absorvido no trato digestivo, (6) estar em uma proporcao constante nos
microrganismos ruminais em todas as suas fases de crescimento e (7) que em todas as suas
formas apresente mesma taxa de passagem pelo trato digestorio. No entanto, nenhum dos
marcadores apresenta todos os requisitos mencionados (BRODERICK e MERCHEN, 1992;
OBISPO e DEHORITY, 1999).

Os principais marcadores internos sdo: derivados de purinas, bases de purinas ou
acidos nucleicos (&cido ribonucleico (RNA) e &cido desoxirribonucleico (DNA)), &cido
diaminopimélico (DAPA), perfis de aminoacidos e o ATP (adenosina trifosfato) (CHEN e
@RSKOV, 2004). Neste trabalho, serd dada énfase as primeiras duas técnicas, por serem

relevantes ao contexto do estudo.

2.4.1 Bases de purinas

Quando nos referimos as bases purinas (BP), estamos nos remetendo aos constituintes
dos acidos nucleicos presentes no RNA e DNA de todos 0s seres vivos. Os ruminantes podem
ingerir quantidades relevantes de acidos nucleicos da dieta, além dos sintetizados pela
populagdo microbiana no reticulo-rimen. Segundo Chen e @rskov (2004), os pesquisadores

Smith e McAllan, na década de 1970, realizaram extensos estudos sobre o metabolismo dos
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acidos nucleicos no intestino dos ruminantes. Suas pesquisas demonstraram que fontes
exogenas de acidos nucleicos foram completamente degradadas no liquido ruminal. Isso
indica que os éacidos nucleicos oriundos da alimentacdo ndo contribuem significativamente
para o teor de &cidos nucleicos que deixam o rumen e considera-se que o0s &cidos nucleicos
que entram no duodeno dos ruminantes sdo exclusivamente de origem microbiana. McAllan
(1982) afirma que os acidos nucleicos da dieta e seus derivados sdo rapidamente degradados
no rimen e ndo contribuem significativamente para o total de &cidos nucleicos que chegam ao
duodeno. A utilizacdo das bases purinas como marcador de sintese bacteriana esta baseada
nesse conceito.

O método descrito por Zinn e Owens (1986) para quantificacdo de purinas €
considerado um método simples, rapido e de menor custo, se comparado a outros métodos
diretos para estimar a sintese microbiana no rimen. Este método baseia-se na hidrélise das
bases purinas em HCIO,4 e posterior precipitacdo dos produtos desta hidrélise, adenina e
guanina, em AgNO; (MAKKAR e BECKER, 1999).

A estimativa da sintese microbiana por purinas é passivel de erro dependendo da
proporcdo de bactérias associadas a fase solida presente no rimen (CARRO, 2001). Merry e
McAllan (1983) relatam que esta proporc¢do esta relacionada com a alimentacdo fornecida ao
animal, podendo chegar a ser de 90% em dietas com apenas forrageiras na alimentacéo.

Makkar e Becker (1999) sugerem modificacBes para o método descrito por Zinn e
Owens (1986) lancando a hip6tese de que ha a possibilidade de alimentos ndo digeridos no
ambiente ruminal produzirem erros na determinacdo de purinas. Contudo, 0s autores atestam
a confiabilidade do método para determinacgdo de purinas apds a transformacéo dos valores de
absorbancia em proteina microbiana. Broderick e Merchen (1992) destacam que ndo héa
nenhum marcador completamente adequado e as estimativas obtidas sdo relativas e néo
absolutas. Contudo, os autores indicam as purinas totais como um robusto marcador
microbiano.

A maior limitacdo para estimar proteina microbiana no duodeno é a necessidade de
coletar amostras de digesta ruminal e isolar as bactérias para determinacdo de um padrao
bacteriano, de modo que, esta amostra necessita ser representativa do total da populacéo
bacteriana. No ambiente ruminal, estdo presentes diferentes cepas de bactérias em diferentes
fases de crescimento além de protozoarios e outras espécies de microrganismos. A dificuldade
de amostragem esta no fato de necessitar de percentagens similares entre estas espécies e 0s
diferentes estagios de crescimento. (OBISPO e DEHORITY, 1999).
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Em um experimento realizado por Obispo e Dehority (1999), as concentracdes de
purinas em bactérias isoladas de amostras de digesta ruminal representaram,
aproximadamente, um terco das encontradas em bactérias puras 0 que sugere que amostras
bacterianas isoladas de conteddo ruminal podem estar contaminadas, provavelmente com
particulas muito pequenas da dieta, e a utilizacdo destes valores poderia subestimar a sintese
de proteina microbiana. Outro item importante na tentativa de estimar a sintese de proteina
microbiana € a medida de fluxo duodenal. A acuréacia da predi¢do de sintese microbiana
utilizando purinas é dependente da estimativa acurada do fluxo de digesta.

Para estimativas de fluxo, o mais comumente utilizado sdo canulas duodenais simples
em “T” que permitem coletas pontuais da digesta duodenal. Para quantificar o total da digesta

é necesséria a utilizacdo de um marcador de fluxo.

2.4.2 Derivados de purinas

O termo "derivado de purina" foi usado pela primeira vez por Topps e Elliott (1965).
Esses autores demonstraram que a excrecdo de alantoina na urina tem correlacdo com a
concentracdo de &cidos nucleicos no ramen. Os autores, também afirmaram, que alantoina na
urina poderia servir a um indice de medida producdo de &cidos nucleicos presentes no rimen.

Ao longo dos ultimos anos, as pesquisas confirmaram a relacdo entre sintese de
proteina microbiana e excrecdo urinaria de derivados de purinas (SERRANO et al., 2011). E
observada correlacao positiva entre o fluxo de N microbiano e excrecdo urinaria de derivados
de purinas comparada aos métodos dos &cidos nucleicos microbianos (PUCHALA e
KULASEK, 1992). A estimativa de sintese microbiana por derivados de purinas tem
demonstrado alta correlagdo com as medidas de fluxo de purinas no duodeno (PEREZ et al.,
1996; GONZALES-RONQUILLO et al., 2004; RENNO et al., 2000; MA et al., 2013). Os
autores também sugerem o uso dos derivados para estimar a sintese de proteina microbiana,
porém observaram que 0 método das purinas normalmente possui coeficientes de
determinac&o mais elevados e coeficientes de variagdo mais baixos em relacéo aos derivados.

A excrecdo de derivados de purinas esta diretamente relacionada e é proporcional a

absorcdo de purinas no duodeno, por conseguinte, a sintese de N microbiano pode ser
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calculada a partir da quantidade de purinas absorvidas, que é estimada por intermédio da
excrecdo urindria de derivados de purinas (CHEN e GOMES, 1992).

A determinacédo de derivados de purinas para estimar a sintese microbiana assume que
todos os acidos nucleicos de origem dietética sdo degradados no rimen e que, portanto, todos
0s acidos nucleicos que deixam o rimen sdo essencialmente de origem microbiana (CHEN e
GOMES, 1992). Isto ocorre porque os alimentos dos ruminantes possuem um baixo contetdo
de purinas e a maior parte deles sofre extensiva degradacdo no rimen como resultado da
fermentagao microbiana.

No intestino delgado, os nucleotideos das purinas sdo hidrolisados em nucleosideos
(guanosina, adenosina, inosina) e bases livres (guanina e adenina) e ambas as formas podem
ser absorvidas (CHEN e GOMES, 1992). Os nucleosideos e bases livres sdo absorvidos no
limen do intestino delgado e estdo sujeitos a degradacdo extensiva por enzimas especificas
como, guanina deaminase, adenosina deaminase e xantina oxidase em sua passagem pela
mucosa intestinal. E importante salientar que a extensdo dessa degradacdo determina a
disponibilidade metabdlica das purinas a serem utilizadas pelos animais (STANGASSINGER,
1995). A degradacdo das purinas se da por intermédio de agdes enzimaticas: a xantina oxidase
age na conversdao de hipoxantina em xantina e acido Urico; este, entdo, ¢ degradado em
alantoina, pela acdo da uréase (LENINGHER, 1995). A figura 1 mostra, de modo
esquematico, o principio do metabolismo das purinas pelos ruminantes. As purinas dos acidos
nucleicos microbianos entdo sdo absorvidas, degradadas e excretadas na urina como Sseus
derivados (produtos de degradacdo), alantoina e acido urico e, também, hipoxantina e xantina

em ovinos, conforme pode ser observado na figura 2.
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Figura 1 — Representacdo esquematica do metabolismo das purinas pelos ruminantes.

(adaptado de Chen e Gomes, 1992).
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Figura 2—Formacao dos derivados de purinas a partir da degradagdo dos nucleotideos puricos

(adaptado de Chen e Gomes, 1992).
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Existem diferencas no metabolismo das purinas entre os bovinos e ovinos. Segundo
Kozloski (2011), na mucosa intestinal, sangue, e na maior parte dos tecidos dos bovinos, ha
conversdo a acido urico de quase todas as purinas absorvidas (absorvidas do catabolismo
intracelular) pela alta acdo da xantina oxidase nesses tecidos. O &cido Urico produzido chega
ao figado ou aos rins dos bovinos e é convertido a alantoina. O mesmo autor relata que, em
ovinos, a atividade da xantina oxidase é praticamente nula, e por consequéncia as purinas
podem ser utilizadas pelos tecidos dos animais, porém, as que escapam desse processo s&o
convertidas aos seus produtos finais (hipoxantina, xantina, &cido urico e alantoina). A
diferenca no metabolismo das purinas entre as espécies leva a uma diferenca entre os produtos
(derivados) do metabolismo das purinas excretados na urina entre bovinos e ovinos. As
concentracdes sdo em torno de 80 a 85% de alantoina e de 15 a 20% de acido Urico nos
bovinos, enquanto nos ovinos as concentra¢des variam de 60 a 80% de alantoina, 10 a 30% de
acido urico e 5 a 10% de hipoxantina e xantina (KOZLOSKI, 2011). Outra diferenca entre
bovinos e ovinos ocorre pela contribuicdo de derivados de origem enddgena excretados na
urina.

A excrecdo urinaria de derivados de purinas, pelos ruminantes, pode ser usada para
estimar o fluxo intestinal de proteina microbiana, uma vez que a excrecdo endogena de
derivados de purinas e a relacdo quantitativa entre a excrecdo de derivados de purinas e a
absorcao de purina tenham sido previamente determinadas (CHEN et al., 1996). Nucleotideos
de purina sdo hidrolisados e re-sintetizados a partir de qualquer sintese de novas purinas ou
captacao de purinas pré-formadas. Este ciclo € um processo continuo nos tecidos dos animais
(CHEN e @RSKOV, 2004). Durante este processo, uma pequena proporcdo das purinas
recicladas é decomposta em alantoina, &cido Urico, xantina e hipoxantina, que sdo excretados
na urina. Esta fracdo de derivados de purinas, que se originam de tecidos animais, € chamada
de "enddgeno". Deve ser lembrado que hipoxantina pode ser reutilizada para a sintese de
nucleétidos de purinas, mas quando hipoxantina é oxidada pela xantina-oxidase para a
producdo de acido urico, esta ndo pode ser reutilizada (CHEN e @RSKOV, 2004). A
atividade da enzima xantina oxidase no tecido &, portanto, a chave que regula a producéao e
excrecdo de derivados de purinas endogenas.

Walker e Faichney (1964) e Laurent e Vignor (1983) avaliaram a excrecdo enddgena
em animais em jejum, porém seus resultados foram variaveis (em ovinos foi de 32-208 mmol

de alantoina/kg PV®" por dia). Foi constatado nesses trabalhos que o jejum prolongado pode
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alterar as atividades metabdlicas do animal e, assim, a taxa de degradacdo dos &cidos
nucleicos.

Segundo Stangassinger et al. (1995), existem diferengas no metabolismo das purinas,
sendo estabelecido que ovinos e Bos taurus diferem quanto ao nivel de excrecdo endégena de
purinas e a habilidade de utilizacdo de purinas de origem exdgena.

Chen et al. (1990) realizaram medic¢des da excrecdo enddgena de derivados de purinas
em ovinos e bovinos. Foi observada diferenca na excre¢do enddgena entre ovinos e bovinos,
sendo de 168 e 514 mmol/kg PV %™, respectivamente. Os autores sugerem que este resultado
pode ter se dado devido a atividade da enzima xantina oxidase. Essa enzima € ausente no
sangue de ovinos, mas presente e em atividade elevada no sangue e em outros tecidos de
bovinos. Orellana Boero et al. (2001) também observaram que, em bovinos, existe alta
atividade da enzima xantina oxidase na mucosa intestinal e plasma, que oxida as purinas
rapidamente a compostos nao reutilizaveis, enquanto que nos ovinos isso nao acontece.

A excrecdo de derivados de purinas € determinada pela absorcdo de purinas
microbianas. Entretanto, a relagdo entre excrecdo total de derivados e absorgdo de purinas
microbianas ndo é linear em ovinos. Isto ocorre porque nestes animais a atividade da xantina
oxidase na mucosa intestinal € muito pequena e parte das purinas absorvidas podem ser
utilizadas pelos tecidos do animal para a re-sintese e incorporacdo nos acidos nucleicos
teciduais. Os derivados originados da degradacdo exdgena de purinas sdo produzidos
principalmente no figado que possui alta atividade de xantina oxidase e uricase. Em ovinos, a
relacdo entre excregdo urinaria de derivados e absorcdo de purinas exdgenas é corrigida pelo
fator 0,84, que ajusta a perda de derivados de purinas para rotas que ndo sejam a excre¢do na
urina (CHEN e GOMES, 1992; CHEN et al., 1992; CHEN et al., 1990).

A excrecdo de derivados de purinas na urina representa uma alternativa de técnica
simples e ndo invasiva suportada pelo principio de que a excre¢do urinéria dos derivados
provém de &cidos nucleicos que fluem do rimen (GONZALES-RONQUILLO et al., 2004;
PEREZ et al.,1996). As analises de derivados de purinas (alantoina, &cido Urico, xantina e
hipoxantina) podem ser realizadas por um método colorimétrico (CHEN e GOMES, 1992).
Embora esta seja uma técnica relativamente simples, para sua execugdo é necessario a coleta
total de urina.

Segundo Serrano et al. (2011), as principais limitacGes desta técnica residem no fato
de estar baseada em duas suposicdes. A primeira, de que todo &cido nucleico que chega ao

intestino delgado é de origem microbiana e assumir tal fato ndo compromete a maioria dos
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estudos, pois, de fato, os &cidos nucleicos dietéticos sdo rapidamente e extensivamente
degradados no rumen, mas existem excecdes que ndo podem ser desprezadas. O segundo
ponto de limitagdo refere-se a relagdo entre purinas e proteina nos microrganismos ruminais

ser constante, em que, até o momento, ndo ha informagéo suficiente para tal afirmacéo.
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3 HIPOTESES

Os derivados de purinas excretados na urina podem ser utilizados como marcadores
para estimar a sintese de proteina microbiana ruminal independente da espécie em questao.

Os resultados das estimativas de sintese de proteina microbiana utilizando equacdes
disponiveis na literatura, a partir dos derivados de purinas, sdo semelhantes aos estimados

utilizando as purinas da digesta duodenal em bovinos e ovinos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e época

As analises laboratoriais e de dados foram conduzidas no Laboratorio de Bromatologia
e Nutricdo de Ruminantes, vinculado ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal

de Santa Maria, no periodo de margo de 2012 a novembro de 2013.

4.2 Ensaios

Foram utilizadas amostras de digesta duodenal e fezes, bem como dados de consumo e
excrecdo fecal de 9 ensaios de digestibilidade in vivo previamente conduzidos no Laboratério
de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes da Universidade Federal de Santa Maria e no
Laboratério de Nutrigdo Animal e Bromatologia da Universidade do Estado de Santa
Catarina. O banco de dados e amostras foi constituido por 7 ensaios com ovinos (n=176) e 2
ensaios com bovinos (n=31), sendo todos os ensaios realizados usando o delineamento
experimental Quadrado Latino. Todos os animais foram cirurgicamente preparados para a
implantacdo de canula do tipo “T” no duodeno proximal para possibilitar as coletas de digesta
duodenal. Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas e foram alimentados
exclusivamente com forragem ou recebiam algum tipo de suplementacdo. As descri¢oes

gerais das dietas e variaveis relevantes sdo apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Descri¢do de algumas variaveis (dieta, peso corporal, consumo de matéria seca (MS) e digestibilidade da MS) nos ensaios com

ovinos e bovinos utilizados no estudo.

Peso Digestibilidade
Ensaios n Dietas Espécie Corporal Consumo MS MS
(kg) (g/dia) (%)
1 16 Cynodon dactylon fresco Ovinos 23-31 294-784 47-74
2 15  Sorghum sudanense congelado + farelo de canola e grdo de ~ Ovinos 28-34 330-963 50-86
milho moido
3 14 Lolium multiflorum fresco + extrato tanifero de Acacia Ovinos 28-33 245-879 62-81
mearnsii (infusdo intrarruminal)
4 24 Lolium multiflorum fresco Ovinos 18-28 221-926 63-91
5 66 Lolium multiflorum fresco ou feno de Cynodon sp. + Ovinos 15-36 105-711 43-80
niveis de glicerina bruta (infuséo intrarruminal)
6 25 Pennisetum purpureum + feno de Arachis pintoi Ovinos 31-44 575-1258 58-69
7 16 Pennisetum purpureum + feno de Arachis pintoi Ovinos 35-46 915-1542 47-63
8 15 Avena strigosa fresca + farelo de soja, farelo de arroz, Bovinos 110-205 2176-4144 73-83
grdo de milho moido e niveis de extrato tanifero de Acacia
mearnsii
9 16 Silagem de milho + farelo de soja ou farelo de canola + Bovinos 190-395 4926-9868 67-75

farelo de trigo, gréao de milho moido e 1,5% ou néo de
extrato tanifero de Acacia mearnsii na dieta
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4.3 Coleta de amostras

Os periodos experimentais dos ensaios variaram entre 15 a 21 dias de adaptagdo e 5 a
7 dias para coleta de dados e amostras. Os alimentos, sobras e fezes foram pesados e
amostrados diariamente durante o periodo de coletas. Foram coletadas amostras de digesta
duodenal (aproximadamente 100 mL) a cada 2 ou 3 horas por um periodo de 24 horas.

As amostras de alimentos, sobras, fezes e digesta duodenal foram previamente secas
em estufa com circulacéo forcada de ar a 55° C durante, no minimo, 72 horas, moidas a 1 mm
e armazenadas para posterior analise. Durante o periodo de coletas, foi realizada a coleta total
de urina em recipientes contendo 100 mL de H2SO4 20%. O volume total diério foi
mensurado e uma amostra foi coletada. Posteriormente, foi diluida, filtrada e armazenada

congelada a -20° C até o0 momento da analise dos derivados de purinas.

4.4 Anélises quimicas

Nas amostras de alimentos, sobras, fezes e digesta duodenal foram determinados os
teores de matéria seca (MS) e matéria mineral (MM). Nas amostras de fezes e digesta
duodenal, também foram analisados os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) de forma sequencial. A FDA foi utilizada como marcador para
estimar o fluxo de digesta no duodeno. Nas amostras de digesta duodenal, foram analisadas as
concentragdes das bases de purinas, que foram utilizadas como indicadores de sintese de
proteina microbiana ruminal. Nas amostras de urina foram analisados os derivados de purinas
(alantoina, &cido urico, xantina e hipoxantina), sendo que a xantina e a hipoxantina foram
analisadas, apenas, nos ensaios com ovinos.

O teor de matéria seca MS foi determinado por secagem em estufa a 105°C durante,
pelo menos, 16 horas. O contetdo de cinzas foi determinado por combustdo a 600°C durante 4
horas e a MO por diferenca de massa. A analise de FDN foi baseada nos procedimentos
descritos por Mertens (2002) sem uso de a-amilase termoestavel e sulfito de sodio e a anélise
de FDA foi de acordo com o Método 973.18 da AOAC (1997), exceto pelo fato de as

amostras terem sido pesadas dentro de sacos de poliéster (4 x 5 cm; porosidade de 16 um),
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tratadas com detergente neutro e, sequencialmente, com detergente &cido em autoclave a 110°
C por 40 minutos (Senger et al., 2008).

4.4.1 Andlise de purinas

Os teores de purinas das amostras de digesta duodenal foram quantificados conforme
os procedimentos descritos por Makkar e Becker (1999). Para a confeccdo do padrédo, foram
utilizadas 25 mg de adenina e 25 mg de guanina os quais passaram pelos mesmos processos
das amostras de digesta duodenal.

Foram pesados 200 mg de digesta duodenal, previamente seca e moida, em tubos de
centrifuga de 25 mL e tampados com uma esfera de vidro. Posteriormente, foram adicionados
2,5 mL de HCIO4 2 M e as amostras mantidas em banho-maria por 1 hora a 90 — 95°C com
agitacdo periodica. Apds este processo, adicionou-se 7,5 mL de NH4H2PO4 28,5 mM. A
amostra foi novamente submetida ao banho-maria por 15 minutos a 90 — 95°C.

A amostra foi centrifugada a 4000 x g por 20 minutos e uma aliquota de 250 pL do
sobrenadante foi retirada e adicionados a ela 4,5 mL de NH4H2PO4 0,2 M. Posteriormente, foi
agitada vigorosamente e adicionados 250 pL de AgNO3 0,4 M. Em seguida, a amostra foi
mantida a 4°C por um periodo de 12 horas. Posterior a este periodo, a amostra foi novamente
centrifugada (12000 x g por 20 minutos) descartando-se o sobrenadante e foram adicionados
ao pellet 4,5 mL de a4gua destilada com o pH ajustado para 2,0 com HzPO4 0,1M.

Apos este processo, a amostra foi novamente submetida a centrifugacéo a 12000 x g
por 20 minutos. Descartou-se novamente o sobrenadante e ao pellet foram adicionados 5 mL
de HCI 0,5 M agitando-o vigorosamente. A amostra pemaneceu em banho-maria a 90 — 95°C
por 30 minutos (desta vez, coberta com condensadores). Transcorrido este periodo, a amostra
foi centrifugada por 12000 x g por 20 minutos e foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de260 nm contra um branco de HCI 0,5 M.
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4.4.2 Andlise de derivados de purinas

Nas amostras de urina, as concentracbes de alantoina e acido drico foram
determinadas colorimetricamente de acordo com Chen e Gomes (1992). O acido drico foi
determinado usando um Kit comercial (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil) apds xantina e
hipoxantina serem convertidas a &cido Grico com xantina oxidase. Esse processo foi
necessario apenas para as amostras de urina dos ovinos. Assim, os teores de &cido Urico foram
calculados com a soma de &cido Urico, xantina e hipoxantina (convertidas a acido urico) e, 0s

derivados de purinas totais (DP), com a soma do acido Urico e alantoina.

4.5 Calculos

4.5.1 Digestibilidade e fluxo duodenal de MS

A digestibilidade aparente da MS e da MO foram calculadas da seguinte forma:
(consumo (g/dia) — excrecdo fecal (g/dia))/consumo (g/dia).

O fluxo duodenal de MS (g/dia) foi estimado com base na excrecdo fecal e na
concentracdo de FDA nas fezes e na digesta duodenal conforme a equacédo: (MS fecal (g/dia)
x FDA fecal (g/kg MS))/FDA na digesta duodenal (g/kg MS).

4.5.2 Fluxo duodenal de Nitrogénio microbiano estimado por purinas

A concentracdo de Nitrogénio microbiano (Nm) estimada pelo método de purinas
representa a concentracdo de purinas (mg/g de MS) multiplicada pela relagdo Purinas: N das
bactérias (4,3 segundo Chen e Gomes (1992)). O fluxo de Nm foi estimado pela concentracéo

de Nm (g/g de MS) multiplicada pelo fluxo de MS no duodeno (g/dia).
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4.5.3 Fluxo duodenal de proteina a microbiana estimado por derivados de purinas

4.5.3.1 Segundo Chen e Gomes (1992)

O fluxo de nitrogénio microbiano no intestino delgado foi estimado com base na
excrecdo urinaria dos derivados de purinas (DP), em ovinos e bovinos, conforme Chen e
Gomes (1992). A quantidade de purinas absorvidas (X, mmol/dia) correspondeu a quantidade
de DP excretada (Y, mmol/dia, considerando 158 mg/mmol de alantoina e 168 mg/mmol de

acido urico), onde:

A) Ovinos:
Y=0,84X + (0,150 P\V/® "% 02%%)

O célculo de X baseado no valor de Y usando o processo iterativo de Newton-

Raphson:
Xme1) = Xn - (((0,84X + (0,150 PV* 72Xy - Y)/(0,84 - (0,038 PV° e %2%%)))

B) Bovinos:
Y=0,85X + (0,385 PV"™)

O N microbiano (Nm) foi estimado para ovinos e bovinos como proposto por Chen e
Gomes (1992):

Nm (g/dia) = 70X/(0,116x0,83x1000) = 0,727X

Onde X e Y representam, respectivamente, a absor¢do de purinas e excrecdo de
derivados de purinas assumindo que a digestibilidade das purinas microbianas é 0,83. O
contetdo de N nas purinas considerado é de 70 mg/mmol e a proporcdo de N purina: N

microbiano considerado de 0,116.
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4.5.3.2 Segundo Ma et al. (2013a)

O fluxo de nitrogénio microbiano (Nm) no intestino delgado foi estimado em bovinos
e ovinos com base na excrecdo urinaria dos derivados de purinas totais (DPT). A equacéo foi
desenvolvida a partir da relacéo entre derivados de purinas excretados na urina e concentracao

do marcador N** na digesta duodenal.

Nm (g/dia) = 0,03+0,741 x Derivados de Purinas Totais (mmol/dia)

4.5.3.3 Segundo Ma et al. (2013b)

O fluxo de nitrogénio microbiano (Nm) no intestino delgado foi estimado em bovinos
e ovinos com base na excrecdo urinaria dos derivados de purinas totais. A equacdo foi
desenvolvida a partir da relacdo entre derivados de purinas totais excretados na urina e

concentragéo de bases purinas na digesta duodenal.

Nm (g/dia)= 1,787+ 0,620 x Derivados de Purinas Totais (mmol/dia)

4.5.3.4 Segundo Moorby et al. (2006)

O fluxo de nitrogénio microbiano (Nm) no intestino delgado foi estimado em bovinos

com base na excrecédo urinaria dos derivados de purinas (DP).

Nm (g/dia) = (19,9 + 0,689 x Derivados de Purinas Totais (mmol/dia)) - Nitrogénio
(N) endbgeno
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Do Nm, foi descontada a contribui¢cdo enddgena de N com base no consumo de MS:

N enddgeno (g/dia)= 2,8 g de N x C, sendo C= consumo de MS (kg/dia).

4.5.3.5 Segundo Puchala e Kulasek (1992)

O fluxo de nitrogénio microbiano (Nm) no intestino delgado foi estimado em ovinos

com base na excrecdo urinaria de N alantoina.

N alantoina (g/dia) = (alantoina (mmol/dia) x 4 x 14)/1000 sendo, 4= niumero de
atomos de N (C4He6N40O3) e 14= peso molecular do N.

Nm (g/dia)= Exp(0,830+2,089 x N alantoina(g/dia)

4.6 Analises estatisticas

Os marcadores foram comparados entre si atraveés de regressdo linear simples,
utilizando um modelo que incluiu o efeito fixo de ensaio.

O modelo de anélise de variancia foi:

Yij= W + Ei + bCij + biCij +¢ij
Y= variavel dependente (fluxo estimado utilizando Derivados)
pu= média geral
Ei= efeito fixo de ensaio
bCij= coeficiente de regressdo linear geral entre os valores de fluxo duodenal estimados
utilizando derivados contra os estimados atraves das purinas
biCij= coeficiente de regressdo linear dentro de cada ensaio

elj= erro residual
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Em cada comparagéo foi gerado um R? que indicou o grau de precisdo da relagdo entre
as duas medidas. Foi testado se o intercepto foi diferente de zero e se o coeficiente de
regressao foi diferente de 1 utilizando o teste “t”. Todas as analises foram feitas utilizando o

programa estatistico SAS (2007).
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5 RESULTADOS

5.1 Relacgéo entre purinas no duodeno x derivados de purinas na urina.

Na figura 3, estdo apresentadas as relacGes entre os derivados de purinas totais (g/dia)
excretados na urina e purinas (g/dia) na digesta duodenal em bovinos (A) e ovinos (B). Nos
bovinos, a quantidade diaria de derivados de purinas totais (DPT) na urina foi superior a
quantidade de purinas totais no duodeno, como esperado, isso decorre por causa da
contribuicdo endogena de derivados de purinas . Porém, nos ovinos as concentracdes de

purinas foram aproximadamente 40% superiores aos derivados.

35 5
y =1,1919x + 0,3311 B
530 re=08027 o, J¢ A
2 2 4 | y=0,4166x + 0,403
2 25 oYe 5 Rz = 0,5606
£ P
£ 20 8 3
[a =
815 g
%) 0 2
S S
s 10 y =1,2134x g
5 5 o 1
[a) (A
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 0 1 ) 3 A c

Purinas Totais Purinas Totais

Figura 3 —Relag@o entre purinas totais no duodeno (g/dia) e derivados de purinas totais na
urina (g/dia) em bovinos (A) (n=31, P<0,05) e ovinos (B) (n=176, P<0,05). A
linha tracejada representa o resultado da regressdo cujo intercepto foi forcado a
origem.
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5.2 Relagdes entre o Nm ruminal estimado por diferentes métodos

Os valores de nitrogénio microbiano estimados pelas purinas no duodeno ou pelos
derivados de purinas urinarios pelas diferentes equacbes (CHEN e GOMES, 1992; MOORBY
et al., 2006; MA et al., 2013a; MA et al., 2013b) para bovinos foram analisados por regressao
e mostraram altas e significativas relagdes (P<0,05). Esses resultados estdo apresentados
graficamente nas figuras 4, 5, 6 e 7. Os coeficientes de determinagdo foram elevados
(R?>0,84) e os coeficientes de regressdo para todas as equacdes foram estatisticamente iguais
a 1 (P>0,05). O intercepto foi igual a zero para todas as equacdes, exceto quando utilizada a
equacdo de Moorby et al. (2006) (Figura 5). Pode-se observar que o coeficiente de variacdo
médio das estimativas de nitrogénio microbiano ruminal variaram de 19,02 a 29,54. As
equacOes também foram forcadas a passar pela origem a fim de demonstrar o grau de desvio

entre as médias (linha tracejada).

140
y =1.1037x- 5.3875
g 120 R>=0.8482 %
S 100 CV=29.54 *
% Intercepto=0 K4
T 80 CoefReg=1 @
-§ 6o P>0.05
2 ¢ y =1.0222x
2 40
E
Z 20
0
0 20 40 60 80 100 120 140

Nm Purinas

Figura 4 — Relagdo entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecdo de derivados de purinas na urina estimada, segundo
Chen e Gomes (1992), em bovinos (n=31, p<0.05). A linha tracejada representa
o resultado da regressao cujo intercepto foi forcado a origem.
+Y=Y=0,85X + (0,385 PV*'®) e Nm (g/dia) = 70X/(0,116x0,83x1000) = 0,727X
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Figura 5— Relagdo entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecdo de derivados de purinas na urina estimada, segundo
Moorby et al. (2006),T em bovinos (n=31, p<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regressao cujo intercepto foi forcado a origem.
TNm (g/dia) = 19,9 + 0,689 x Derivados de Purinas Totais (mmol/dia)
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Figura 6 — Relacdo entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecdo de derivados de purinas na urina estimada, segundo Ma
et al. (2013a),f em bovinos (n=31, P<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regresséo cujo intercepto foi forcado a origem.
TNm (g/dia) = 0,03+0,741 x Derivados de Purinas Totais (mmol/dia)
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Figura 7— Relagdo entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecao de derivados de purinas na urina estimada, segundo Ma
et al. (2013b),T em bovinos (n=31, P<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regressdo cujo intercepto foi forcado a origem.
tNm (g/dia)= 1,787+ 0,620 x Derivados de Purinas Totais(mmol/dia).

Para os ovinos, houve uma menor relacdo entre nitrogénio microbiano ruminal
estimado pelas purinas no duodeno e derivados de purinas utilizando as equacdes de Chen e
Gomes (1992), Puchala e Kulasek (1992), Ma et al. (2013a) e Ma et al. (2013b), apresentadas
nas figuras 8, 9, 10 e 11, respectivamente. Os coeficientes de determinacdo foram baixos,
0,68, 0,51, 0,64 e 0,56 e os coeficientes de variagdo de 34,35, 35,24, 32,95 e 23,57,
respectivamente. Em todas as equacOes os coeficientes de regressao diferiram de 1 e
interceptos diferiram de zero (P<0,05).

A figura 12 mostra em ovinos a relacdo entre o nitrogénio microbiano estimado por
Chen e Gomes (1992) e o nitrogénio microbiano quando estimados pelas outras equacdes,
onde o Nm, estimado por essa equacao, apresentou resultados superiores as demais equacoes.
Porém, em todas as estimativas, 0 Nm estimado pelas purinas no duodeno foi superior ao Nm

estimado pelos derivados de purinas em ovinos.
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Figura 8— Relagdo entre 0 nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecdo de derivados de purinas na urina estimada, segundo
Chen e Gomes (1992),1 em ovinos (n=176, p<0.05). A linha tracejada representa
o resultado da regressao cujo intercepto foi forcado a origem.
+Y=0,84X + (0,150 PV®"e***) e Nm (g/dia) = 70X/(0,116x0,83x1000) = 0,727X
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Figura 9- Relagdo entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecdo de derivados de purinas na urina estimada, segundo
Puchala e Kulasek (1992), em ovinos (n=176, P<0.05). A linha tracejada
representa o resultado da regresséo cujo intercepto foi forcado a origem.
TNm (g/dia) = Exp(0,830+2,089 x *N alantoina (g/dia)
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Figura 10— Relagdo entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecdo de derivados de purinas na urina estimada, segundo
Ma et al. (2013a),T em ovinos (n=176, p<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regressdo cujo intercepto foi for¢ado a origem.
TNm (g/dia) = 0,03+0,741 x Derivados de Purinas Totais (mmol/dia)
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Figura 11— Relacdo entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimada pelas purinas
duodenais e pela excrecdo de derivados de purinas na urina estimada, segundo
Ma et al. (2013b), em ovinos (n=176, p<0.05). A linha tracejada representa o
resultado da regresséo cujo intercepto foi for¢ado a origem.
TNm (g/dia) = 1,787+ 0,620 x Derivados de Purinas Totais (mmol/dia).
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Figura 12 —Relagdes entre o nitrogénio microbiano (Nm) (g/dia) estimadas pela excregédo de
derivados de purinas na urina. Comparacdo do Nm estimado, segundo Chen e
Gomes (1992), com outras equagdes para ovinos (n=176, p<0.05). A linha
tracejada representa o resultado da regresséo cujo intercepto foi forcado a origem.
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5.2 Eficiéncia de sintese de proteina microbiana

Nas figuras 13, 14, 15 e 16, estdo apresentadas as relagcbes entre o nitrogénio
microbiano ruminal (Nm) (g/dia) e o consumo de matéria organica digestivel (MOD) (kg/dia),
bem como a eficiéncia de sintese de proteina microbiana (PM) estimada pelas purinas
duodenais ou pelos derivados de purinas na urina utilizando diferentes equagdes para bovinos
(Figuras 13e 14) e ovinos (Figuras 15 e 16).

Observaram-se relac6es altamente significativas (P< 0,05) entre 0 Nm estimado pelas
purinas ou pelos derivados e a MOD em bovinos. Os coeficientes de determinacdo e de
variagdo (CV) foram de 0,83 e 24,9 para as purinas e de 0,89 e 24,7; 0,89 e 17,0; 0,92 e 18,4;
0,92 e 17,8, quando estimado pelos derivados de purinas pelas equaces de Chen e Gomes
(1992), Moorby et al. (2006), Ma et al. (2013a) e Ma et al. (2013b), respectivamente. A
eficiéncia na sintese (ou seja, g de Nm/kg de MOD) foi de aproximadamente 15g de Nm/kg
de MOD (94 g de PM/kg de MOD) quando estimada pelas purinas. Quando estimada pelos
derivados de purinas, foi de 20, 18, 20 e 24 g de Nm/kg de MOD (125, 113, 125 e 150 g de
PM/kg de MOD) conforme as equacdes de Chen e Gomes (1992), Moorby et al. (2006), Ma
et al. (2013a) e Ma et al. (2013b), respectivamente.
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Figura 13— Relagdo entre consumo de matéria organica digestivel (kg/dia) e nitrogénio
microbiano (g/dia) estimada pelas purinas em bovinos (n=31, p<0.05).



80

140
2120 y=202575-26217 ‘
=
w100 | RP=0.8903 N
2 V=471 4 ¢
2 /
§ 0 '
A4
E 0
0 3
0 2 4 6
MOD (kg/dia)
140
A *y
2120 y=23971x-3674
dig R0y
: (V=1836
S 0
1]
2 6
A4
E 0 A
0
0 2 4 6
MOD (ky/dia)

140
S0 y=1g105- 1817 ,’
a0 K087 4 ¢ ¢
. CV=1701
2
jrd
2 60
24
£ ¢
0
0 ) L :
MOD (kg/dia)
140
£ L0 |y=20056x-18.055 ¢
B0 | R=093 o e
: V=779 ¢
R \
1]
z 60
AN
:
ER y
0
0 ) 4 : :
MOD (kg/dia)

Figura 14— Relagdo entre consumo de matéria organica digestivel (kg/dia) e nitrogénio
microbiano (g/dia) estimada pelos derivados de purinas urinarios em bovinos
(n=31, p<0.05). As letras correspondem a cada metodologia utilizada na

estimativa do Nm.

A: Chen e Gomes, (1992); Y= 0,85X + (0,385 PV®™ e Nm (g/dia) =

70X/(0,116x0,83x1000) = 0,727X

B: Moorby et al. (2006), (Nm (g/dia) = 19,9 + 0,689 x DPT (mmol/dia);
C: Maetal. (2013), (Nm (g/dia) = 0,03+0,741 x DPT (mmol/dia));
D: Maetal. (2013), (Nm (g/dia) = 1,787+ 0,620 x DPT (mmol/dia)).
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Para ovinos, as purinas demonstraram melhores resultados de eficiéncia de sintese de
proteina microbiana e uma relacdo mais estreita entre Nm e MOD quando comparada aos
derivados. O Nm estimado pelas purinas ou pelos derivados mostrou uma relagdo
significativa com a MOD (P<0.05). Quando estimado pelas purinas (Figura 15), a relacdo
apresentou um R?=0,64 e eficiéncia de 14,4 g de Nm/kg de MOD (90 g de PM/kg de MOD).
Todavia, quando estimados pelos derivados (Figura 16), os resultados foram abaixo do
esperado para todas as equacdes. As equacdes utilizando derivados para estimativa de Nm que
mais se assemelharam as purinas foram a de Chen e Gomes (1992) (R = 0,55 e eficiéncia de
10,9 g de Nm/kg de MOD ou 68,1 g de PM/kg de MOD e CV=41,78) e Ma et al. (2013a) (R?
= 0,55 e eficiéncia de 9,0 g de Nm/kg de MOD ou 56,3 g de PM/kg de MOD e CV=36,5).

25
20 y = 14.4233x+ 1.4233
R2=0.6441
o CV=39.76
S 15 o
=~ L
= L
S 10 S % : & o
* * Q

g g ¢ e
E 5 '
z. ”* * (2

0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

MOD (kg/dia)

Figura 15— Relagdo entre consumo de matéria organica digestivel (kg/dia) e nitrogénio
microbiano (g/dia) estimada pelas purinas em ovinos (n=176, P<0.05).
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Figura 16— Relagdo entre consumo de matéria organica digestivel (kg/dia) e nitrogénio
microbiano (g/dia) estimada pelos derivados de purinas urindrios em ovinos
(n=176, P<0.05). As letras correspondem a cada metodologia utilizada na

estimativa do Nm.

A: Chen e Gomes, (1992); Y=0,84X + (0,150 PV*"e®%%) ¢ Nm (g/dia) =

70X/(0,116x0,83x1000) = 0,727X

B: Puchala e Kulasek (1992) (Nm (g/dia)= Exp(0,830+2,089 x N alantoina

(g/dia));

C: Maetal. (2013) (Nm (g/dia) = 0,03+0,741 x DPT (mmol/dia));
D: Ma et al. (2013) (Nm (g/dia)= 1.787+ 0,620 x DPT (mmol/dia)).
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6 DISCUSSAO

A proteina microbiana ruminal pode ser estimada a partir da quantidade de derivados
de purinas excretados na urina em bovinos, porém nos ovinos vimos que as medidas s&o
subestimadas.

A relacdo entre a quantidade de purinas microbianas que chegam no duodeno e a
quantidade de derivados de purinas excretados na urina diferiu entre as duas especies (Figura
3). Chen e @rskov (2004) afirmam que isso pode ocorrer pela diferenga no metabolismo das
purinas entre as espécies e ragas nos ruminantes.

Para os bovinos a quantidade de derivados de purinas no duodeno foi superior a
quantidade de derivados purinas no urina. Esse resultado foi o esperado, pela contribuicao
enddgena de derivados de purinas de origem enddgena (BALCELLS et al., 1991). Apartir
desse resultados foi observada alta e significativa relagdo (P<0,05 e R?>0,84) entre o
nitrogénio microbiano estimado pelas purinas e pelos derivados de purinas em bovinos,
independente da equacdo utilizada no estudo para realizar as estimativas.

Outro parametro utilizado para avaliar os marcadores foi a eficiéncia da sintese de
proteina microbiana ruminal. O sistema nutricional CNCPS (Cornell Net Carbohydrate and
Protein System) prop6e uma eficiéncia de sintese de proteina microbiana de 80 a 130 g de
PM/kg de MOD (12,8 a 20,8 g de Nm/kg de MOD) para ruminantes e 0 ARC (1984) propbe
uma eficiéncia microbiana media de 32 g de Nm/kg de MO degradavel no rimen.

A eficiéncia de sintese microbiana dos bovinos ficou dentro da faixa esperado se
comparado com o0s sistemas nutricionais, variando de 15 a 23 g de Nm/kg de MOD
consumida, independente do método e da forma de célculo utilizados. Esta eficiéncia é
semelhante aos dados obtidos por Van Vuuren et al. (1993) que encontraram valores de 19 g
de Nm/kg de MOD consumida por bovinos leiteiros e inferior a Veth e Kolver (2001), que
encontraram valores de eficiéncia de sintese microbiana em bovinos leiteiros proximos a 29 g
de Nm/kg de MOD consumida.

Na espécie ovina, a quantidade de derivados de purinas na urina foi em torno de 40 %
inferior a quantidade de purina no duodeno. Isso mostra que parte das purinas que foram
absorvidas no duodeno, parte delas foram recuperadas ou excretadas em outras vias, que néo a
renal. Essa variagdo na recuperagdo esta relacionado com o consumo de MO da dieta e
resultados encontrados na literatura apontam que 7 a 22% das purinas absorvidas seguem
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outras vias, que ndo a urinaria (Chen et al., 1990, Balcells et al., 1991; Perez et al., 1996).
Kahn e Nolan (2000) observaram que a principal via de ndo renal dos derivados foi o rimen,
via saliva ou excrecdo transepitélial. No rimen os derivados sdo degradados, ndo sendo
reabsorvidos. Outra via, seria a utilizacdo dos derivados para sintese de acidos nucleicos nos
tecidos.

A baixa recuperacdo das purinas na urina interferiu diretamente nas estimativas de
sintese de proteina microbiana, bem como na eficiéncia da sintese utilizando os derivados de
purinas urinarios. Nos Ovinos, utilizando derivados como marcador, a equacédo de Chen e
Gomes (1992), para estimativa de nitrogénio microbiano, foi a que demostrou melhor relacao
com Nm estimado pelas purinas (R*=0,68). A eficiéncia de sintese microbiana, a partir das
purinas, foi de 14 g de Nm/kg de MOD consumida. Independentemente da equacéo utilizada
para o calculo, sempre que foram utilizados os derivados de purinas, a eficiéncia foi inferior
as purinas.

Perez et al. (1996) compararam o nitrogénio microbiano estimado pelas purinas ou
alantoina como marcador e ndo encontraram diferencas significativas entre os marcadores. No
entanto, os resultados com as purinas foram superiores. Gonzalez-Ronquillo et al. (2004)
encontraram valores mais altos para sintese microbiana estimada pelos derivados de purinas
em comparacao as purinas.

Outra hipotese seria que nos ovinos poderia ter ocorrido influéncia da dieta, pois para
0s bovinos os dois ensaios a dieta era composta por concentrado, € nos ovinos apenas um
ensaio a dieta era de 100% de forragem. A partir disso, buscou-se verificar se problema de
baixa recuperacao das purinas na urina, era influenciada pelo metabolismo da espécie ou pela
dieta ter ou ndo concentrado. Na figura 17 esta representada a relacéo entre a quantidade de
purinas no duodeno diaria (g/dia) e a quantidade de derivados de purinas excretados na urina
(g/dia) no ensaio 2 (tabela 1) com ovinos que receberam concentrados na dieta. Foi
observado que a quando analisando o ensaio com 0s 0vinos que recebeu concentrado na dieta
a quantidade de purinas continuou superior aos derivados de purinas excretados na urina (em
torno de 33% superior). Esse resultado leva a crermos que a problemaética da utilizacdo dos
derivados de purinas urinarios comparados com as purinas no duodeno como marcadores de
sintese de proteina microbiana, esta relacionado ao metabolismo po6s absor¢do das purinas e
conhecimento das diferentes vias de excrecdo dos produtos do seu metabolismo (derivados de

purinas), de que relacionados a adi¢cdo ou ndo de concentrados na dieta.
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Figura 17— Relacdo entre purinas totais no duodeno (g/dia) e derivados de purinas totais na
urina (g/dia) em ovinos que receberam concentrado na dieta (ensaio 2 n=15,
P<0,05). A linha tracejada representa o resultado da regressdo cujo intercepto foi
forgado a origem.

As informacgdes necessarias para a definicdo da equacdo que utiliza derivados de
purinas como marcador, principalmente nos ovinos, talvez, necessitem ser revistas. Chen e
@rskovv (2004); Serrano et al., (2011) apontam alguns pontos onde a necessidade de ser
aprofundado estudos, como: Verificar quanto das purinas que chegam ao duodeno, realmente,
sdo absorvidas; Examinar quais sdo as relacoes entre a taxa de absorcéo de purinas, a partir do
intestino, e a taxa de excrecdo de derivados de purinas na urina; Investigar qual a contribuigéo
da excrecdo de purinas do metabolismo basal (purinas endogenamente produzidas) para a
excrecdo total de derivados de purinas; Detalhar a rota metabdlica das purinas nos tecidos
(intestino, sangue, figado e rins) e enzimas envolvidas.

Estes e outros aspectos precisam ser estudados para fornecer dados confiaveis para um
modelo que ira gerar equacOes de predicdo especificas para cada raca ou especie animal
(CHEN e @RSKOV, 2004). De modo geral, na literatura, encontramos, por diversas vezes,
autores, que tém alguma desconfianga com certas relagdes estabelecidas (SERRANO et al.,
2011), quando se: assume-se que a digestibilidade das purinas microbianas € de 85% e esta €
tomada como o valor médio de digestibilidade para os &cidos nucleicos microbianos baseados
em observacGes relatadas na literatura; também, a relacdo N-purinas: N-total dos
microrganismos do rumen € de 11,6:100, considerando-se que o teor de N das purinas é de 70

mg de N/mmol. Essa relacdo N-purina: N-total pode necessitar ser redefinida para diferentes
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estados de alimentacdo ou diferentes espéecies animais a fim de melhorar a precisao do calculo
(CHEN e @RSKOV, 2004).
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7 CONCLUSOES

Conclui-se que, em bovinos, o nitrogénio microbiano pode ser estimado a partir dos
derivados de purinas urinarios utilizando qualquer uma das equacdes testadas neste estudo.
No entanto, em ovinos, os derivados de purinas subestimam o nitrogénio microbiano quando
comparado ao método das purinas no duodeno.

Esse estudo indica a necessidade de mais investigacdes relacionada ao metabolismo

das purinas, principalmente em ovinos.
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APENDICE A — Entrada de dados para analise estatistica do capitulo 1. E= ensaio(1 a 8 para
ovinos e 9 e 10 para bovinos) A= animal, P= periodo, PV= peso vivo médio, CMS= consumo de
matéria seca, MSF= excre¢cdo de MS fecal , FDFDA= fluxo de MS duodenal pelo marcador
FDA,FDFDAc=fluxo de MS duodenal pelo marcador FDA com cinzas, FDLDA= fluxo de MS
duodenal pelo marcador LDA, DigT= digestibilidade total, DRFDA= digestibilidade ruminal
estimado pelo marcador FDA , DRFDAc= digestibilidade ruminal estimado pelo marcador FDA
com cinzas, DRLDA= digestibilidade ruminal estimado pelo marcador LDA

g A p PY CMS MSF FDFDA FDFDA FDLDA Digl DRFDA DRFDA DRLDA
(Kg) (g/dia) (g/dia) (g/dia) c(g/dia) (g/dia) (%) (%) (%) (%)
1 1 1 32 874 268 327 334 380 69 63 62 56
1 2 1 35 635 226 337 321 204 64 47 49 54
1 6 1 37 1250 427 583 579 781 66 54 54 38
1 7 1 33 958 351 508 473 575 63 47 51 40
1 8 1 38 1137 472 504 627 613 59 48 45 46
1 18 1 31 775 259 280 306 449 67 64 60 2
1 20 1 34 1138 353 459 443 566 69 60 61 50
1 1 2 33 951 349 387 393 550 63 50 59 41
1 2 2 36 751 300 366 354 507 60 51 53 33
1 6 2 40 1243 470 570 552 742 62 54 56 40
1 7 2 32 1184 428 492 471 682 64 58 60 42
1 18 2 33 963 327 411 381 648 66 57 60 33
1 1 3 32 919 307 330 327 400 67 64 64 56
1 2 3 35 767 302 353 375 450 61 54 51 41
1 6 3 39 1219 452 475 520 552 63 61 57 55
1 7 3 35 1022 28 658 664 653 58 36 35 36
1 8 3 4 1088 462 659 664 505 58 30 39 45
1 18 3 32 1061 343 305 393 551 68 63 63 48
120 3 34 987 397 576 544 879 60 42 45 1
1 1 4 34 936 319 376 359 410 66 60 62 56
1 2 4 36 575 235 264 252 449 59 54 56 22
1 6 4 4 1062 378 516 495 444 64 51 53 58
1 7 4 38 018 333 499 484 658 64 46 47 28
1 8 4 44 1177 428 557 578 816 64 53 51 31
1 20 4 37 867 326 397 428 492 62 54 51 43
2 1 1 35 1013 423 532 546 817 58 48 16 19
2 2 1 37 972 461 556 537 672 53 43 45 31
2 6 1 44 1094 574 702 693 687 48 36 37 37
2 8 1 46 1336 634 821 810 1079 33 39 39 19
2 2 2 39 1113 470 595 591 615 58 47 47 45
2 6 2 44 1466 774 081 1017 1093 47 33 31 25
2 8 2 47 1390 653 694 703 667 53 50 19 52
2 20 2 40 915 352 461 477 552 62 50 18 40
2 2 3 39 082 391 483 506 673 60 51 18 31
2 6 3 45 1423 585 778 721 657 59 45 49 54
2 8 3 46 1223 471 722 744 835 61 41 39 32
220 3 39 1308 559 719 688 569 57 45 47 57
2 2 4 40 1381 628 681 673 901 55 51 51 35
2 6 4 46 1232 459 563 571 955 63 54 54 22
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APENDICE B — Entrada de dados para analise estatistica do capitulo 1l para bovinos. E= ensaio)
A= animal, P= periodo, MOD= matéria organica digestivel consumida, DPT= derivados de
purinas totais na urina, PUR T.= purinas totais no duodeno, Nm PUR= nitrogénio microbiano
estimado pelas purinas, Nm EQ1= nitrogénio microbiano estimado pelos derivados com equagéo
de Chen e Gomes (1992), Nm EQ4= nitrogénio microbiano estimado pelos derivados com
equacdo de Moorby et al., (2006), Nm EQ5= nitrogénio microbiano estimado pelos derivados
com equacdo de Ma et al., (2013a) e Nm EQ6= nitrogénio microbiano estimado pelos derivados
com equacdo de Ma et al., (2013b).

- A MOD DPT  PURT. NmPUR NmEQl NmEQ4 NmEQS NmEQ6
(Kg/dia) (g/dia)  (g/dia)  (g/dia)  (g/dia) (g/dia) (g/dia) (g/dia)
s 3 1 26 10 3 15 35 51 45 39
s " 4 1 2.0 3 3 11 2 25 14 13
9 " s 1 2.0 6 4 16 16 36 26 24
s "6 1 1.6 4 2 9 10 31 18 17
s "3 2 3.2 10 7 32 37 51 47 41
9 " 4 2 24 5 8 35 12 32 23 21
s " s 2 26 7 5 20 22 40 32 28
s " 6 2 1.7 4 8 35 8 29 17 16
9 "3 3 2.7 6 8 33 15 36 29 26
s " 4 3 2.3 6 5 22 15 35 26 23
s " s 3 2.5 6 8 34 17 37 29 26
s "6 3 1.7 5 3 12 12 33 21 20
9 " 4 4 23 5 6 25 12 33 24 21
s " s 4 24 6 7 29 18 38 29 26
s "6 4 1.7 4 5 20 11 32 20 18
10 " 3 1 5.2 25 18 77 96 109 118 101
10 " 4 1 4.4 23 13 54 90 104 109 93
10 s 1 6.1 25 23 98 93 104 118 101
10 6 1 3.3 22 17 72 86 101 102 87
10 "3 2 5.1 20 15 63 70 84 91 78
10 " 4 2 4.8 17 19 80 57 72 78 67
10 5 2 6.2 25 13 54 90 103 115 98
10 6 2 36 14 16 71 48 65 65 56
10 "3 3 5.6 29 26 114 113 124 138 117
10 4 3 5.2 22 13 55 81 95 103 88
105 3 5.7 24 19 80 88 101 111 95
10 " 6 3 3.8 13 15 65 44 61 62 54
10 " 3 4 6.2 28 19 82 106 117 131 112
10 4 4 5.4 19 17 71 68 82 91 78
105 4 6.8 25 20 86 92 103 119 101
10 " 6 4 4.5 19 16 69 70 86 90 77
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APENDICE C — Entrada de dados para anélise estatistica do capitulo Il para ovinos. E= ensaio)
A= animal, P= periodo, MOD= matéria organica digestivel consumida, DPT= derivados de
purinas totais na urina, PUR T.= purinas totais no duodeno, Nm PUR= nitrogénio microbiano
estimado pelas purinas, Nm EQ1= nitrogénio microbiano estimado pelos derivados com equacéo
de Chen e Gomes (1992), Nm EQ2= nitrogénio microbiano estimado pelos derivados com
equacdo de Puchala e Kulasek (1992), Nm EQ5= nitrogénio microbiano estimado pelos
derivados com equacdo de Ma et al., (2013a) e Nm EQ6= nitrogénio microbiano estimado pelos
derivados com equacédo de Ma et al., (2013b).

c A p MOD DPT PURT. NmPUR NmEQl NmEQ2 NmEQ5S NmEQ6
(Kg/dia) (g/dia)  (g/dia) (g/dia) (g/dia) (g/dia) (g/dia) (g/dia)
1 1 1 0.54 0.9 1.4 6.1 4.6 38 4.2 5.3
1 2 1 0.37 1.0 1.5 6.5 5.0 310 4.6 5.6
1 6 1 0.75 2.3 2.5 10.9 12.4 8.1 10.7 10.7
1 7 1 0.55 1.3 3.0 12.9 6.8 45 6.0 6.8
1 8 1 0.60 2.7 302 13.8 14.6 9.6 12.5 12.2
1 18 1 0.46 1.5 1.5 6.4 8.2 5.0 7.1 7.7
1 20 1 0.70 1.6 2.1 8.8 8.8 5.6 7.6 8.1
1 1 2 0.55 0.8 1.8 7.6 3.7 3.6 3.6 4.8
1 2 2 0.41 1.0 1.5 6.6 5.2 39 4.8 5.7
1 6 2 0.71 1.7 2.3 9.8 9.0 6.2 7.8 83
1 7 2 0.69 1.5 2.5 10.7 7.9 5.4 6.9 7.5
1 8 2 0.50 2.4 4.6 19.7 13.2 9.3 11.3 11.2
1 20 2 0.36 1.5 3.8 16.6 7.9 5.0 6.9 7.6
1 1 3 0.55 1.2 1.7 7.4 6.1 42 54 6.3
1 2 3 0.42 0.8 1.8 7.8 3.6 3.6 3.6 4.7
1 8 3 0.55 2.0 4.0 17.0 10.8 6.9 9.3 9.6
1 18 3 0.66 0.8 1.8 7.6 4.0 3.6 38 4.9
1 20 3 0.55 1.3 2.7 11.8 6.9 4.7 6.1 6.8
1 1 4 0.56 1.3 1.7 7.3 7.0 4.4 6.2 6.9
1 2 4 0.32 0.9 0.9 4.0 46 3.6 43 53
1 6 4 0.61 1.2 2.4 10.4 6.1 4.4 5.5 6.3
1 7 4 0.52 1.2 2.9 12.5 6.4 4.1 5.7 6.5
1 8 4 0.68 1.8 3.2 13.6 9.8 6.3 8.5 8.9
1 20 4 0.48 1.0 1.8 7.9 5.0 39 4.6 5.6
2 8 2 0.68 2.4 33 14.0 13.2 9.6 11.4 113
2 20 2 0.49 1.6 2.5 10.5 8.4 5.5 7.4 7.9
2 2 3 0.52 1.3 2.3 9.8 6.9 SN 6.1 6.9
2 6 3 0.76 2.9 4.3 18.3 15.7 14.3 13.5 13.0
2 8 3 0.67 2.3 3.5 15.2 12.2 8.0 10.5 10.6
2 20 3 0.70 1.7 3.4 14.6 9.3 6.0 8.1 8.5
2 6 -~ 0.67 1.6 2.8 12.1 8.7 5.5 7.6 8.1
2 20 4 0.71 ot 2.6 11.1 11.9 7.8 10.3 10.3
4 3 1 0.36 1.2 1.4 6.1 6.2 5.0 ) 6.5
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