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I-INTRODUCAO:

Como conseqiiéncia da fermentacdo pré-gastrica, os ruminantes tém seu
requisito em aminoacidos satisfeito por duas principais fontes: a proteina microbiana
sintetizada no ramen, a qual ¢ considerada como sendo de boa qualidade em funcdo do
seu perfil em aminodcidos e digestibilidade intestinal; e a proteina dietética que escapa a
fermentacdo ruminal, que € digerida no intestino delgado.

Adicionalmente, os microrganismos do riamen convertem compostos
nitrogenados (N) ndo-protéicos (NNP) de origem dietética ou enddgena, em proteina
verdadeira. A utilizacdo do N enddgeno, cujo evento é conhecido como reciclagem de
N, o qual chega ao rimen na forma de uréia através da saliva e difusdo pelo epitélio
ruminal, torna-se de vital importancia em condi¢des de baixa ingestdo de N. O NRC

(1985) considera que o N reciclado pode atingir 70% da proteina ingerida em dietas

com menos de 5% de PB. Desta forma, a reciclagem de N no rumen torna os ruminantes

mais eficientes na conservagao da proteina do que outras espécies em baixos planos de
nutricdo (KENNEDY e MILLIGAN, 1980).

Entretanto, o contrario pode ser dito quando se tratam de rebanhos de elevado
potencial genético, onde tem-se os requisitos em proteina aumentado. Nestas
circunstancias, geralmente sdo utilizados suplementos protéicos de alta qualidade, os
quais por serem extensivamente degradados no rumen, podem ainda ndo atender os
requisitos protéicos destes animais. Este problema decorre, em parte, da falta de
acoplamento entre a degradacdo e a sintese de proteina microbiana, haja vista, a taxa na
qual a energia ¢ gerada para crescimento microbiano, ndo € em sua maioria,
sincronizada com a mais rapida degradagdo protéica. Desta forma, quantidades
substanciais de aminoacidos e peptideos resultantes da protedlise sdo deaminados e

utilizados na producdo de energia, ao invés de serem incorporados na proteina

microbiana. Com isso, uma parcela significativa da proteina ¢ convertida a amdnia, a
qual pode difundir-se através do epitélio ruminal e ser excretada na urina como uréia.

Como resultado disto, a eficiéncia de utilizagdo da proteina nos ruminantes, sob estas
condi¢des, ¢ substancialmente inferior a dos ndo-ruminantes (Beitz, 1972, citado por
BRODERICK et al., 1991), refletindo desta forma, na relacdo proteina:energia

metabolizavel da dieta (NRC, 1989), a qual, ¢ em vacas de leite, 50% superior a de



porcas lactantes (NRC, 1988) muito embora, a relacdo proteina:energia do leite
secretado por ambas as espécies seja semelhante.

Com base no que foi colocado acima e, considerando que os suplementos
protéicos sdo os ingredientes mais onerosos na alimentacdo animal, o controle da taxa e
da extensdo de degradagdo da proteina dietética no rimen tem despertado grande

interesse dos nutricionistas de ruminantes.

II - DEGRADACAO DA PROTEINA:

As proteinas sdo polimeros de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas,
desta forma, para serem utilizados pelos microrganismos do riamen, necessitam de
serem quebradas a moléculas mais simples, como aminoacidos ou pequenos peptideos.
Este processo de quebra da molécula protéica em suas unidades formadoras
(aminoacidos), ¢ comumente denominado protedlise, que envolve a agdo de moléculas
com atividade de hidrolise (enzimas), num processo envolvendo dgua. Na nutri¢do de

ruminantes, o desaparecimento da proteina da dieta por acdo microbiana é referido

como degradacao ou fermentacido. entretanto, os termos tém significados diferentes,

pois, o primeiro, refere-se ao processo geral, no qual incluem-se a solubilizacdo,
hidroélise extracelular, transporte de aminodcidos ou peptideos, deaminacdo e a
formagdo de produtos finais (NH;, AGVs, CO,, CH,); j4 o segundo termo, refere-se

somente aos passos finais do processo, ou seja, deaminacdo e formacdo de produtos.

finais.

O processo de degradacdo da proteina ¢ ilustrado na Figura 1, donde pode ser
visualizado que o primeiro passo envolve a hidratagdo e solubiliza¢do da proteina, uma
vez que o passo seguinte depende da presenga de dgua. A protedlise ¢ o segundo passo
teoricamente, mas que depende da adsor¢do prévia do microrganismo ao substrato por
meio de suas estruturas especificas de aderéncia (exopolissacarideos ou glicocélix), uma
vez que a maior parte das proteases estdo aderidas a superficie do microrganismo, numa
estratégia de concentrar os produtos resultantes da proteolise. Adiante, os aminodcidos e

peptideos (até 600 daltons de peso molecular) resultantes sdo transportados para o

interior da célula, envolvendo gasto de ligacGes fosfato ou consumo de gradiente

eletroquimico e, finalmente, os aminoacidos no interior da célula podem ser

incorporados na proteina microbiana ou fermentados até AGVs e NH; com




concomitante liberacdo de energia, sendo que o destino depende da disponibilidade de

energia e da espécie microbiana.

As bactérias sdo consideradas os principais microrganismos proteoliticos do
ramen, embora, protozodrios e fungos também exercam este tipo de atividade, mas em

menor extensao.
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FIGURA 1 — Representacao esquematica da degradagdo da proteina no ramen, onde: (a)
hidratacdo e solubilizagdo, (b) protedlise, (c) assimilagdo ou transporte de
peptideos e aminodcidos para o interior da célula microbiana, (d)
fermentacgdo e (e) sintese de proteina microbiana.

WILLIAMS e COLEMAN (1988), verificaram que a defaunacdo promovia
redugdo da concentragdo de NH; no rimen, concluindo com isso, que os protozoarios
ciliados sdo ativos na deaminagdo. Adicionalmente extratos de protozoarios foram 3
vezes mais ativos que extratos de bactérias na deaminacdo e, a refaunacdo resultou em
aumento na atividade deaminativa (WALLACE et al. 1987). Entretanto, protozoarios
intactos foram muito menos ativos que bactérias em produzir NH; e, desta forma,
provavelmente, a atividade deaminativa dos protozodrios afeta a proteina microbiana,
ao invés da proteina dietética (HINO e RUSSELL, 1987).

Até recentemente, tem sido aceito que a solubilizagdo da proteina ¢ o passo
limitante na degradacgdo, que protedlise ¢ o sindbnimo de degradacdo e, que a maioria, se
ndo todas, das mais importantes bactérias do ramen ja foram isoladas. Estas teorias
foram aos poucos sendo refutadas devido as seguintes observagdes: houve grande
diferenca na quantidade de N precipitado no fluido rumimal quando utilizou-se TCA ou

acido tungstico, culturas mistas de bactérias produziam mais NH; que a melhor



produtora isolada e, ionoforos reduziram a producdo de NH; de culturas mistas, mas as
espécies mais ativas na produ¢do de NH; conhecidas até o momento sdo pouco sensiveis
a ionoforos.

A pressuposi¢ao de que a protedlise e ndo os demais passos eram limitantes a
degradacdo da proteina era suportado pela observacdo de que a concentragdo de
aminoacidos livres no fluido ruminal era relativamente baixas. Entretanto, WINTER et
al. (1964), notaram que o acido tungstico era capaz de precipitar 7 vezes mais N soluvel
no fluido ruminal que o TCA. Desta forma, além de proteinas, o acido tungstico
consegue precipitar peptideos. Quando culturas mistas de bactérias foram incubadas in
vitro com caseina, pequena parcela da caseina degradada foi recuperada como proteina
celular ou NH; e, a comparagao dos resultados da reagcdo com Nihidrina antes e depois
da hidrdlise com HCI, indicaram que o pool de N-ndo protéico e ndo-NHs, era composta
de pequenos peptideos. Desta forma, as evidéncias levam a crer que a utilizagdo de

peptideos € o passo limitante a degradacao de proteinas no rimen.

PITTMAN et al. (1967) sugeriram que Bacterioides ruminicola assimilou

peptideos com 16 aminoacidos, entretanto, ndo exclui-se a possibilidade de que longos

peptideos tivessem sido hidrolisados antes do transporte. A maioria das bactérias

ruminais sdo gram-negativas, cuja membrana externa atua como uma barreira seletiva

para muitas substancias. Entretanto, as porinas. facilitam a entrada de nutrientes com

peso _molecular de 600 daltons, o que significa que somente peptideos com 5
aminoacidos s3o permedveis e portanto, transportaveis.

Bactérias ruminais usam peptideos mais rapidamente que aminoacidos livres,
provavelmente porque o gasto energético de transportar um peptideo seria 0 mesmo de

um aminoacido somente, sendo entdo mais eficiente.

O numero de residuos de aminoacidos na cadeia do peptideo e sua
hidrofobicidade afetam a sua utilizacdo, sendo os peptideos de menor tamanho e
hidrofilicos utilizados numa taxa mais elevada (CHEN et al. 1987). Estudos in vitro
também indicaram que bactérias do rimen utilizam peptideos contendo prolina numa

taxa relativamente lenta e, que o conteudo de prolina dos peptideos era inversamente

correlacionado com a taxa de desaparecimento ruminal (YANG e RUSSELL, 1992).

I - PRODUCAO DE AMONIA:



O actimulo de NH; no rimen reflete um desacoplamento na disponibilidade do
N e energia da dieta. Quando culturas mistas de bactérias foram incubadas /n Vitro com
pequenas quantidades de misturas de carboidratos e caseina, o acumulo de NH; foi
inversamente proporcional a taxa de fermentagcdo dos carboidratos. Houve pequeno
acumulo de NH;na taxa de fermentagao de carboidratos de 7%/h, a qual ¢ bem inferior
a taxa de crescimento de muitas espécies de bactérias no ramen, indicando que o

acumulo excessivo de NH; in vivo deve ser conseqgiiéncia da baixissima taxa de

fermentacdo dos carboidratos. A taxa de fermentacdo de carboidratos tem pouco efeito

sobre a quantidade de peptideos ou aminodacidos transportados na célula microbiana,

entretanto, a sua disponibilidade tem um efeito significativo na producdo e utilizacao de
NH; (RUSSELL et al., 1983).

Quando culturas mistas de bactérias foram incubadas com um excesso de
caseina, em todas as taxas de crescimento, 64% dos aminoacidos foram utilizados para
fins de sintese de proteina microbiana. Embora o acumulo de NH; na taxa de
fermentagdao dos carboidratos de 7%/h era minima, o total de amoénia produzida
representou 36% do N-aminoéacido transportado, sendo esta fragdo insensivel aos
carboidratos.

Muitas bactérias do rimen sdo incapazes de produzir NH;, mas até
recentemente, as principais produtoras eram consideradas como sendo Megasphaera
elsdenii, Bacterioides ruminicola, Selenomonas ruminantium, FEubacterium
ruminantium e Butyrivibrio fibrisolvens, sendo a B. ruminicola a maior produtora.
Nestes estudos, somente M. elsdenii foi capaz de crescer utilizando peptideos como
fonte de energia, entretanto, a taxa de crescimento era muito lenta. Adiante, foi

observado que culturas mistas de bactérias do rimen apresentavam atividade especifica

de producio de NH; superior ao das melhores culturas examinadas isoladamente.

Resultados de estudos in vitro e in vivo confirmam o efeito na “economia” de
proteina dos iondforos, o qual, aparentemente afetaria a deaminagdo ao invés da
protedlise. Quando culturas mistas incubadas com caseina, foram tratadas com
monensina e lasalocida, houve 50% de redugdo na producdo de NH; (RUSSELL e
MARTIN, 1984). Este efeito dos ionoforos era de dificil explicagdo, uma vez que as
bactérias mais ativas na produ¢do de NH; eram resistentes. Desta forma, sugeriu-se que
as bactérias ativas na produ¢ao de NH;ainda ndo tinham sido isoladas do rumen e, que

estas seriam sensiveis a ion6foros (RUSSELL et al. 1988).



Estudos in vitro com elevadas concentragdes de caseina permitiram isolar trés
bactérias, as quais tem alta atividade especifica de produgdo de NH; (Tabela 1),
apresentaram rapido crescimento somente com peptideos ou aminodcidos como fonte de
energia, sdo sensiveis a ionoforos e, estavam presentes em elevado nimero no ramen (>

107/ml fluido ruminal)

Tabela 1 — Capacidade de bactérias do rumen em produzir NH;, para crescer na
presenca de monensina e taxa de crescimento a partir de aminoacidos ou

peptideos.
Organismo Producgdo de NH; Sensibilidade a Taxa de crescimento
(nmol.mg proteina.min.) monensina (h'l)
Cultura mista 30 - -
M. elsdenii 19 Nido <0,05
S. ruminantium 15 Nao 0
B. ruminicola 11 Nao 0
Linhagem C 346 Sim 0,53
Linhagem F 318 Sim 0,43
Linhagem SR 367 Sim 0,34

As linhagens isoladas foram incapazes de utilizar 23 fontes diferentes de
carboidratos e, portanto, sd3o bactérias fermentadoras de aminoécidos e peptideos

obrigatdrias que, entretanto, ndo sdo proteoliticas. A linhagem C, hoje identificada

como Peptostreptococcus anaerobius, € cresce rapidamente (0,5 h') se aminoacidos ou
peptideos estdo presentes no meio. As linhagens F e SR foram também identificadas
como Clostridium sticklandii e Clostridium aminophilum (YANG e RUSSELL, 1993).
Embora, o nimero mais provavel destas bactérias no rimen seja de 5% das
bactérias que utilizam carboidratos, elas apresentam atividade especifica de produgado de
amoénia 20 vezes maior que as espécies anteriormente isoladas. A linhagem F ¢ a mais

numerosa, o que pode estar associado a sua resisténcia a pH menor que 5,5.

IV - MECANISMO DE ACAO DOS IONOFOROS:

Os critérios de classificagdo de microrganismos mais utilizados sdo: forma da
célula (cocos, bastonete, espiral), tamanho e colora¢do de gram. A colora¢do de gram
baseia-se nas diferencas existentes nos componentes da parede celular, sendo
considerado microrganismo gram-positivo, aquele cuja coloragdo do envoltorio celular

apos adicdo de corantes especificos, permanece roxa, o que indica auséncia de uma



membrana externa; ja a coloragdo rosa-claro, caracteristico de microrganismo gram-
negativo, indica a presenca da membrana lipidica externa, a qual foi removida
juntamente com os corantes pela adi¢ao de alcool.

A membrana ou parede celular desempenha funcdes muito importantes nos

microrganismos, como manter a integridade do citossol, protegendo-o de fatores

externos; transporte e excrecdo de compostos; suportar o turgor celular; localizacio de

sistemas enzimaticos responsaveis pelo digestdo extracelular e transporte de nutrientes;
geracdo de gradiente eletroquimico e geracao de energia.

Como citado acima, bactérias gram-negativas apresentam a membrana externa,

a qual confere resisténcia a substincias presentes no meio, como os ionodforos e,

obviamente, bactérias gram-positivas, devido a auséncia desta membrana externa, sdo

sensiveis. lon6foros, sdo compostos do grupo de poliéters ciclicos que transportam
cations através da bicamada lipidica das membranas celulares (LARDY, 1968;
Pressman, 1968, citado por RUSSELL, 1987).

Muitas bactérias do rimen expelem protons para fora da membrana celular,
mantendo o interior mais alcalino. Este gradiente de pH (ApH) cria um gradiente de
prétons, o que significa dizer que o citossol ¢ mais negativo, formando entdo, um
potencial elétrico (AY), o qual compde a Forca Proton-Motriz Total (Ap), que € a soma
de ZApH e AY. A expulsdo de prétons fornece um meio de manter um pH intracelular
mais favoravel, mas a For¢a Proton-Motriz gerada pelo potencial transmembrana pode
ser utilizado na sintese de ATP ou assimilagdo de solutos.

RUSSELL (1987), notou que no cultivo de S. bovis, sem a presenca de
ionoforo, esta bactéria mantinha o pH interno ao redor de 7,08, quando o pH externo era
6,65. A adicdo de monensina ao ambiente de incubacdo, causou uma inversdo do
gradiente de pH através da membrana celular, tornando o interior mais acido. Esta
inversao reflete a falta de habilidade da bactéria para expelir protons provenientes da
producao de lactato ou do influxo, na presenca de monensina. A cultura controle
manteve um gradiente (interno/externo) de K de 70 vezes e, na adicdo de monensina,
este foi reduzido para 15 vezes. O meio de crescimento apresentava 10 vezes mais Na"
que K" e, o gradiente de Na" era somente 2,7 vezes, mas na adigdo de monensina, este

foi aumentado. A alteracio do gradiente de K' na adicdo de monensina, indica o efluxo

de K", 0 qual é acompanhado pelo influxo de H' e do seu acimulo, reduzindo desta

forma o pH intracelular. O acimulo de H no meio intracelular pode levar a sérios danos




na atividade do microrganismo, principalmente, da atividade enzimdtica, desta forma. o

excesso de H', é expelido da célula num processo que consome ligacdes fosfato (ATP),

resultando entdo. na inibicdo do crescimento das espécies microbianas sensiveis aos

1ono6foros (Figura 2).
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FIGURA 2 — Representacao esquematica do mecanismo de agdo de ion6foros proposto
em bactérias Gram-positivas do rumen.

V - EFEITO DE IONOFOROS NO FLUXO ABOMASAL DE AMINOACIDOS E
PEPTIDEOS:

YANG e RUSSELL (1993) infundiram proteina hidrolisada no ramen, a
concentracdo de aminoacidos e peptideos foi reduzida em uma taxa logaritmica e,
aumentou as concentracdes de NH;. Entre as fontes protéicas utilizadas, a proteina de
hidrolisada da soja desapareceu numa taxa mais rapida que a caseina hidrolisada e a
gelatina. O fornecimento de 350 mg de monensina por dia aos animais, causou reducao
na taxa de desaparecimento de aminoécidos e peptideos e da concentracdo de NHs.

Mesmo na auséncia de monensina, a infusdo da proteina hidrolisada da soja
nao permitiu acimulo de aminoacidos e peptideos, ao contrario da gelatina e caseina.

Este efeito da monensina em reduzir a taxa de desaparecimento de aminoacidos

e peptideos no ramen, principalmente através da reducdo da sua fermentacdo a amoénia,

poderia aumentar a passagem destes para o duodeno. GOODRICH et al. (1984),

relataram que as respostas a adicdo de iondforos eram maiores quando a dieta continha



proteina verdadeira. POOS et al. (1979), observaram que a monensina aumentou o fluxo
de aminodcidos para o duodeno, mas em varios outros trabalhos, este mesmo fluxo nao
foi alterado na utilizag¢ao de ionoforos.

Considerando que a absor¢do de aminoécidos no rimen € ausente, a taxa de.

desaparecimento destes no ramen é funcdo da utilizacdo pelos microrganismos € da

passagem para o duodeno. YANG e RUSSELL (1993) notaram que com o aumento da

taxa de desaparecimento de aminoacidos e peptideos havia redugdo da sua passagem
para o duodeno, sendo entdo, a utilizacdo pelos microrganismos o maior responsavel

pelo desaparecimento.

O efeito da adi¢do de monensina na passagem de aminodcidos e peptideos do

ramen parece depender da proteina em questdo. Sem a utilizacdo de monensina,

somente 6% dos aminoacidos e peptideos da proteina hidrolisada da soja escaparam do
ramen, enquanto que para a gelatina e a tripticase estes valores foram de 2 a 4 vezes
maiores. Para a proteina da soja, a adigdo de monensina reduziu em 60% a taxa de
desaparecimento de aminoacidos e peptideos, entretanto, teve pouco efeito na passagem
desta fracdo para o duodeno, pois, houve grande utilizagdo pelos microrganismos.
Contrariamente, para a tripticase e gelatina hidrolisada, o fornecimento de monensina
aos animais aumentou a passagem de aminodcidos e peptideos para o duodeno de 19
para 50%.

A explicagdo para tal fato foi proposta por observacdes realizadas em

experimentos /n Vitro, nos quais, foi encontrado que a composicdo da proteina pode

afetar a utilizacdo de aminodcidos e peptideos pelos microrganismos do ramen. Nestes
estudos, observou-se que a taxa de utilizacdo de peptideos ricos no aminoacido prolina
era lenta e que a quantidade deste aminodcido era inversamente relacionada a taxa de

desaparecimento ruminal. Considerando que a tripticase apresenta elevada concentracao
de prolina em sua proteina, as conclusdes dos resultados obtidas em estudos que a
utilizam para medir o efeito de ionoforos no escape de aminoacidos e peptideos no

ramen deve ser vistas com cuidado. Pois, as fontes protéicas comumente utilizadas na

alimentacdo de ruminantes (proteina da soja), por apresentarem baixo teor deste
aminodcido, tendem a ndo limitar a sua utilizagdo pelos microrganismos do rumen, nao

afetando desta forma, o seu escape para o duodeno. mesmo que a adicdo de ionoforos

reduza a sua fermentacdo a amodnia. Adicionalmente ao conteido de prolina, a

concentracdo de aminoacidos hidrofébicos também tem sido relacionada a redugdo da
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utilizacdo pelos microrganismos e, possivelmente, a0 aumento do fluxo de aminodcidos

e peptideos para o duodeno, quando da utilizacdo de iondforos.
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