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Resumo

O fosforo (P) ¢ responsavel por funcdes essenciais nos ruminantes, tais como
transporte de energia, formagao dos fosfolipideos e efeito tampao no rumem. A falta desse
mineral pode prejudicar o apetite ¢ conseqiientemente causar a perda de peso. Entretanto, o
seu fornecimento em excesso leva a perda por excre¢do que pode causar polui¢do quando o P
alcanga as aguas de rios e mananciais. O objetivo desse trabalho foi utilizar a modelagem
matematica como ferramenta para o estudo do metabolismo e cinética do P em ruminantes.
Dezesseis ovinos machos jovens foram alimentados com dietas contendo diferentes fontes de
calcio (Ca) e niveis semelhantes de P e Ca. Ap6s adapatagdo as dietas os animais receberam
uma injecdo Unica contendo 7,4 MBq de *’P e 7,4 MBq de *Ca. As coletas de fezes, urina e
sangue foram feitas diariamente durante sete dias para andlise desses minerais. Depois de
sacrificar os animais, foram coletadas amostras de tecidos moles (rins, figado, coragdo e
musculo) e ossos para analise do P e do Ca. Num primeiro trabalho, os dados obtidos foram
utilizados para revisar o modelo Vitti, e dados referentes ao P do fitato foram adicionados ao
modelo. Os resultados referentes aos fluxos obtidos entre os ossos e o plasma (23,8 e 22,9
g/d) foram maiores do que os fluxos entre os tecidos e o plasma (3,35 e 2,83 g/d), refletindo a
maior precisao do modelo revisado. As predi¢des do modelo quanto a absor¢do e excre¢ao do
P do fitato poderdo ser utilizadas em estudos futuros relativos ao seu metabolismo em
ruminantes. No segundo trabalho, os tratamentos contendo as diferentes fontes de célcio
(calcario, feno de alfafa, polpa citrica e farinha de conchas de ostras) foram comparados
através da andlise estatistica dos fluxos obtidos de dois modelos: Vitti revisado (VD) e
modelo Fernandez revisado por Lopes (FL). Os resultados referentes a presencga de Ca liquido
nos ossos estdo de acordo entre os modelos VD e FL, no entanto o modelo VD apresentou

maior valor de retengdo liquida de Ca nos tecidos. Ambos os modelos mostraram o mesmo



padrao para os fluxos de P, assim como para as retencgoes liquidas de P nos ossos e tecidos. Os
modelos refletiram de maneira semelhante o metabolismo do P. No terceiro trabalho, o
modelo VD foi utilizado para avaliar o efeito de diferentes niveis de suplementacdo de P na
dieta sobre o metabolismo do P em ovinos em crescimento (0; 1,5; 3,0; 4,5 g de P/animal/dia
correspondendo aos tratamentos T1, T2, T3 e T4 respectivamente). O maior valor para o P
absorvido nos ossos foi obtido pelos animais do T4 que excretaram os maiores niveis de P nas
fezes. O T3 forneceu o melhor nivel de P para essa categoria de animal, pois o P absorvido
nos ossos ¢ tecidos indicou que a absorgdo total de P foi adequada. Como conclusao final dos
trés trabalhos realizados, pode-se afirmar que o modelo VD ¢ uma importante ferramenta para

ser utilizada no estudo do metabolismo do P em ruminantes.

Palavras chaves: fosforo, calcio, modelo matematico, metabolismo, nutricdo de ruminantes



Abstract

The phosphorus (P) is responsible for essential functions in ruminants as such energy
transportation, phospholipids formation and buffer effect on rumen. The lack of this mineral
can impair appetite therefore causing loss of weigh. However the excess of P provided leads
to losses through excretion that can cause pollution when it reaches river and stream water.
The objective of this work was to apply mathematical modeling as a tool to study P
metabolism and kinetics in ruminants. Sixteen young male sheep were fed with diets
containing sources of Ca and similar levels of P and Ca. After adaptation to diets the animals
received a single injection of 7,4 MBq of **P and 7,4 MBq of **Ca. Collections of feces, urine
and blood were made daily for 7 days for further P and Ca analyses. After animals were
sacrificed, samples were collected from soft tissue (kidney, liver, heart and muscle) and bone
for P and Ca analyses. In the first paper, the obtained data was used to revise Vitti model, and
data from phytate P were added to the model. The results concerned to the fluxes obtained
between bone and plasma (23,8 and 22,9 g/d) were greater than the fluxes between tissue and
plasma (3,35 and 2,83 g/d) reflecting the better precision from the revised model. The model
prediction for phytate P absorption and excretion can be further used in studies related do
phytate P metabolism in ruminants. In the second paper, the treatments containing different
Ca sources (limestone, alfalfa hay, citrus pulp and oyster shell meal) were compared using
statiscal analyses from the fluxes obtained from two models: Vitti model revised (VD model)
and Fernandez model revised by Lopes (FL model). The results concerned to the presence of
net Ca in bone are in agreement between the two models; however the net Ca retention in
tissue was greater for VD model. Both models showed the same pattern for P fluxes, as well
as for net P retention in bone and tissue. The models reflected P metabolism in the same way.

In the third paper, the Vitti model revised was used to assess the effect of different levels of P



supplementation (0; 1,5; 3,0 and 4,5 g P/animal/ day corresponding to T1, T2, T3 and T4
respectively) upon P metabolism in growing sheep. The higher value for P absorbed in bone
was obtained by animals from T4 that also excreted the greater levels of P in feces. The T3
provided the best P level for this animal category because P absorbed in bone and tissue
indicated that total P absorption was adequate. As final conclusion from the accomplished
work, it can be claimed that the revised Vitti model is an important tool to be used to study P

metabolism in ruminants.

Key words: phosphorus, calcium, mathematical model, metabolism, ruminant nutrition
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1. INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de modelos matematicos para estudo de fendmenos bioldgicos é uma
pratica crescente no mundo devido as vantagens que eles proporcionam. A disponibilidade de
informagdes ¢ o conhecimento gerado nos amplos ramos da ciéncia tém permitido que
cientistas simulem e desenvolvam modelos que se ajustem aos fendmenos bioldgicos, fisicos
e quimicos que ocorrem nos sistemas naturais, extrapolando resultados para o conjunto da
populacdo (France e Thornley, 1984). Modelos desenvolvidos para animais, por exemplo,
podem ser utilizados com diversos propoésitos, desde uma simples descricdo de observagoes,
passando por estimativas de respostas a diferentes manejos, até a caracterizacdo de
mecanismos biologicos (Tedeschi et al., 2005).

Modelos compartimentais, que permitem determinar o destino de um elemento
estudado no organismo, sdo construidos com o auxilio de experimentos com radioisétopos.
Estes, que utilizam marcadores radioativos, ainda possibilitam a determinag¢do da secre¢ao
endogena e absor¢do de minerais (Schneider et al., 1983), ao invés da obten¢do de estimativas
muitas vezes sujeitas a erros.

O fosforo (P) ¢ um dos principais minerais estudados através dessa técnica, que ¢
baseada na propor¢ao entre o radioisdtopo e o isotopo estavel e € utilizada para estudar a
cinética e o metabolismo de nutrientes em diferentes espécies e categorias de animais. Isto
porque, o P além de participar de varias etapas da nutri¢do animal, é considerado um
importante poluidor de aguas em varios paises do mundo (Tamminga, 1992; Valk et al.,
2000). A polui¢ao pode ser causada pelo P quando este ¢ fornecido em excesso ou quando a
digestdo do P ndo ocorre adequadamente. Em ambas as situacdes o P excretado nas fezes
pode causar a poluigdo quando este ¢ lixiviado do solo e atinge as aguas, provocando a

eutrofizag¢do. Problemas na digestibilidade do P podem ter diferentes causas, sendo uma delas,
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a diminuicdo da eficiéncia digestiva da enzima fitase. Esta enzima libera o P ligado a
molécula do fitato para ser utilizado pelos ruminantes. Quando ha problemas digestivos que
afetam a atividade normal da fitase, o P do fitato, principal forma do P presente nos graos de
cereais, ndo ¢ digerido completamente. No entanto, este fato ainda é controvérso, mas sabe-se
que uma vez eliminado nas fezes o P ¢ acumulado no solo e pode ser lixiviado provocando a
poluigdo. Isto ocorre, especialmente, em solos ricos nesse mineral. No Brasil, por outro lado,
o P ¢ deficiente na maioria dos solos (Tokarnia et al., 2000), o que diminui a incidéncia desse
problema, mas acarreta problemas relacionados com o baixo consumo de P como a
diminui¢do da taxa de crescimento e ganho de peso, baixa eficiéncia reprodutiva, e redugdo da
producdo de carne e leite.

Cerca de 80% do fésforo encontra-se nos ossos associados ao calcio (Ca) constituindo a
hidroxiapatita. Devido a natureza estatica da razdo Ca:P encontrada nos ossos, os efeitos do
metabolismo do Ca relacionados com a absorcdo e reabsor¢do oOssea podem refletir nas
concentragdes de P no sangue (Braithwaite, 1975). Nos animais jovens a mineralizacdo e
crescimento dsseo ocorrem independentes do P dietético, enquanto que nos animais adultos, a
utilizagdo de reservas desse mineral ¢ menos eficiente do que a utiliza¢ao do Ca, e ndo parece
estar sob o mesmo controle hormonal do Ca (Challa et al., 1989).

A relagdo entre o metabolismo do Ca e P também ocorre porque eles sdo regulados por
mecanismos fisico-quimicos e biologicos semelhantes (Underwood, 1999). Assim, apesar das
particularidades de cada mineral, modelos matematicos construidos para o estudo do P podem
ser utilizados com freqii€ncia para o estudo do Ca, e vice versa.

O modelo compartimental proposto por Albert ¢ Milhaud em 1960 (Albert ¢ Milhaud,
1960) esta entre os primeiros modelos elaborados para estudo do Ca. Esses pesquisadores
elaboraram um modelo matematico para o estudo das principais rotas do Ca em humanos.

Esse modelo, baseado na interpretagdo tedrica da curva decrescente de atividade especifica do
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Ca sérico apos a injecdo intravenosa do *Ca, foi adaptado para o estudo do metabolismo do
Ca e P em ruminantes. Ele ¢ constituido de trés compartimentos, que correspondem ao trato
digestivo, o plasma e os o0ssos com os tecidos moles, estudados juntos. O trato digestivo € o
0ss0 mais os tecidos moles estdo em intercambio bi-direcional com o compartimento do
plasma, que funciona como compartimento central das trocas do mineral. Este modelo tem a
vantagem de ndo exigir o sacrificio dos animais experimentais para analise do P nos ossos e
tecidos, entretanto sua precisao ¢ limitada.

O modelo proposto por Vitti e colaboradores (Vitti et al., 2000), foi construido a partir
de dados obtidos de experimentos nos quais o *“P foi injetado em dose tnica caprinos. Esse
modelo separa ossos e tecidos moles em dois compartimentos distintos € também possui 0s
compartimentos correspondentes ao trato digestivo € ao plasma. Neste modelo exige-se o
sacrificio dos animais experimentais para coletas de tecidos.

Fernandez em 1995 propds um modelo matematico com a finalidade de esclarecer a
absor¢do e utilizagdo do Ca ¢ do P em suinos em crescimento, estabelecer métodos
padronizados para a avaliacdo da suplementagdo de Ca e P e simultaneamente, as exigéncias
desses minerais para o melhor desempenho dos suinos (Fernandez, 1995a).

Lopes et al. (2001) adaptaram o modelo de Fernandez para estudar o metabolismo do P
nos tecidos de suinos, acrescentando ao modelo um compartimento que respresenta os tecidos
moles.

O principio de conservagao das massas ¢ aplicado para cada compartimento desses
modelos, gerando equagdes diferenciais que descrevem a dinamica do comportamento do
sistema.

Além disso, considera-se que no periodo experimental o mineral presente nos animais
fica no estado estavel, e assim as trocas no sistema permanecem constantes, ¢ a taxa de

entrada ¢ igual a taxa de saida.
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Assim, dentro do contexto previamente apresentado, o primeiro capitulo desse trabalho,
utilizou dados referentes a um experimento realizado com cordeiros alimentados com
diferentes fontes de calcio, onde os tratamentos foram agrupados formando um unico
conjunto de dados que foi utilizado na revisdo do modelo Vitti et al. (2000). Além disso,
dados do P do fitato ingerido e excretado nas fezes foram inseridos no modelo.

No segundo capitulo, o modelo Vitti revisado (Dias et al., 2006) foi comparado com o
modelo de Fernandez (1995) adaptado por Lopes et al. (2001). Os tratamentos contendo as
diferentes fontes de Ca foram comparados.

No terceiro capitulo, dados referentes a um experimento com ovinos alimentados com
diferentes niveis de P foram avaliados utilizando-se o modelo Vitti revisado (Dias et al.,
2006).

Em resumo, os objetivos desses trabalhos foram: 1) utilizar dados do balango do P ¢ do
Ca em ovinos em crescimento para revisar o modelo proposto por Vitti et al. (2000); 2)
comparar o modelo revisado com outro modelo avaliando o efeito das diferentes fontes de Ca
sobre o metabolismo do P e do Ca; 3) utilizar o modelo Vitti et al. (2000) revisado para

avaliar o metabolismo do P em ovinos alimentados com diferentes niveis de P.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Importancia do fosforo
Devido as inumeras fungdes nas quais o P participa metabolismo no animal, a

deficiéncia desse mineral na dieta pode prejudicar o desempenho do animal ao afetar ganho
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de peso (Ternouth e Sevilla, 1984; Valk e Sebek, 1999), crescimento, reprodu¢do, produgdo

(Call et al., 1987) e composig¢ao do leite (Wu e Satter, 1998).

A deficiéncia de P ¢ muito importante para bovinos, principalmente em relacio
aqueles mantidos em regime de campo. O Brasil que possui extensas areas de pastagens
deficientes em P, este é o distirbio mineral mais comum e também economicamente, 0 mais
importante (Tokarnia, et al., 2000).

Em areas em que as concentracdes de P no solo sdo adequadas ou excessivas, ele
representa um risco quando liberado no ambiente. Por isso o manejo preciso e eficiente do
elemento fornecido na dieta ¢ crucial para otimizar a performance do animal e minimizar a
excre¢do deste.

A eliminagdo de P nas fezes dos animais ocorre principalmente devido a ingestdo de
fosforo ndo disponivel presente nos alimentos e ao fornecimento de quantidades inadequadas
desse mineral. A inadequacdo no fornecimento ¢ gerada principalmente pelas grandes
variagdes nos valores estabelecidos pelos sistemas (ex..NRC, National Research Council) de
diversos paises (Tamminga, 1992). Segundo Tamminga (1996), como o metabolismo e a
excrecdo de fosforo via fezes sdo regulados principalmente pela ingestdo (Morse et al.,
1992a), a forma mais facil para reduzir a perda de fosforo ¢ através da reducdo desse mineral
proveniente do concentrado que compde a ragao.

As exigéncias nutricionais relacionadas ao P devem ser reavaliadas (Van Horn et al.,
1994), pois alguns estudos mostram que o fornecimento de niveis menores que o0s
preconizados por alguns sistemas como o NRC (National Research Council) ndo prejudicam o
desempenho dos animais (Call et al., 1978), e reduzem a excre¢do desse mineral no ambiente.

E importante ressaltar que a reavaliagdo das exigéncias nutricionais deve ser feita

juntamente com a avaliagdo da disponibilidade do foésforo nos principais alimentos utilizados
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na nutricdo de ruminantes, pois também ha divergéncias quanto as defini¢des relacionadas a
esse assunto (Valk, et al., 2000).
As diferencas quanto a disponibilidade bioldgica ou coeficiente de absor¢ao verdadeiro
estdo relacionadas principalmente a origem do P, que pode ser organica ou inorganica.
O P esta presente na planta na forma inorganica como ortofosfatos (soliveis ou nao),
totalmente disponiveis para absor¢do e, em menor extensdo, como pirofosfatos. Nos graos o P
esta presente principalmente na forma organica como fitina, éster hexafosforico de inositol ou

acido fitico.

Apesar da disponibilidade do P fitico para ruminantes ser aparentemente semelhante a
de fosfatos inorganicos (Morse et al., 1992b), ha algumas evidéncias de que o P fitico nem
sempre ¢ totalmente hidrolisado e aproveitado pelo animal (Ellis e Tillman 1961; Nelson et
al., 1976). Recentes estudos realizados por Bravo et al. (2002) mostraram que a adi¢do de
fitase na dieta a base de concentrado para caprinos aumentou a solubilidade do fésforo.
Segundo esses autores, a redugdo da degradacao do fitato (tratamento sem a adigdo de fitase)
pode ter acontecido devido a saturagdo da atividade da fitase ou devido ao reduzido tempo de
reten¢do do fitato no ramen, causado pelo tipo da dieta, no entanto os autores ndo apresentam

conclusdo definitiva e sugerem mais pesquisas.

2.2 - O fésforo e o calcio

Existe uma forte relacdo entre os metabolismos do Ca e do P, pois esses minerais sao
regulados por mecanismos biologicos e fisico-quimicos idénticos. Eles estdo presentes nos
0ssos na forma de sais de hidroxiapatita, na proporc¢ao 2:1 (Ca:P), e devido a relagdo estatica
desses minerais nos ossos, os efeitos do metabolismo do calcio relativos a absor¢do ou

reabsorcao o0ssea podem alterar as concentragdes de P no sangue (Valk, et al., 2000).
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Os ruminantes, diferentemente dos monogastricos, toleram maiores diferencas na
propor¢ao Ca:P da dieta, que podem variar de 1:1 a 7:1, conquanto que a quantidade de P
fornecida na dieta seja adequada.

A regulacdo desses minerais ¢ influenciada por dois hormoénios importantes: o
hormonio da paratiréide (PTH) e a 1,25 dihidroxivitamina D, que ¢ o metabdlito da vitamina
D produzido nos rins (Horst, 1986).

Dua e Care (1999) observaram que a infusdo de fosfato no rimen de ovinos aumentou
a absorcao de Ca através da parede do rimen e sugeriram que a mudanga da proporg¢do entre o
P e 0 Ca no sangue provavelmente interfere na secre¢ao do PTH circulante, que aumenta em
resposta a infusdo de fosfato.

Existem poucos estudos mostrando os possiveis efeitos de diferentes formas de Ca
fornecido na dieta (fontes orgédnicas ou inorganicas) no metabolismo do P. As fontes
inorganicas e organicas de célcio apresentam diferentes disponibilidades, devido as diferengas
quanto a forma quimica que afetam diretamente a absor¢do do elemento pelo metabolismo
animal. Outros fatores como a idade da planta e a relagdo do mineral com outros nutrientes
também afetam a disponibilidade do Ca.

Existem diferentes alimentos utilizados como fonte de Ca para ruminantes, estando o
calcario calcitico e a farinha de conchas entre os principais suplementos utilizados na nutri¢ao
animal (NRC, 1996).

O feno de alfafa possui alto teor de Ca (0,8-1,5%) e proteina, tornando esse volumoso
bastante utilizado na nutri¢do de ruminantes.

A polpa citrica € um subproduto da industria da laranja, altamente disponivel no
mercado brasileiro, ¢ com caracteristicas favoraveis para a sua utilizagdo na nutricdo de

ruminantes como, alto teor de fibra e energia, (valores de 80% de NDT) e valores altos e

variaveis de Ca, oscilando entre 1,1 a 2,1% (Lucci et al., 1975). Além disso, a polpa citrica
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propicia condigdes ruminais estaveis com efeitos semelhantes aos de alimentos volumosos

devido principalmente a concentragdo de pectinas (Highfill et al., 1987).

2.3 Modelos matematicos

Os modelos matematicos de crescimento animal, desenvolvimento e fisiologia sdo
atualmente parte integrante das ciéncias animais, tornando-se a base dos sistemas modernos
de nutricao (Nagorcka et al., 2004). No entanto, no Brasil, a area de modelagem e simulagao
de sistemas tem recebido pouca contribui¢do ao longo dos anos, tanto na elaboragdo dos
modelos como na utilizagdo destes para orientagcdo de pesquisas.

A grande quantidade de dados disponivel sobre digestdo, metabolismo e processos
fisiologicos justifica a tentativa de construir modelos matematicos quantitativos que
representem esses processos € que possibilitem extrapolar os resultados para a populacdo em
estudo. Esses modelos além de melhorarem a visdo do pesquisador em relagdo ao seu estudo e
fornecer suporte na estratégia de programas de pesquisa, também tornam mais efetivo o uso
das informagdes existentes, assim como a interpretagdo dos experimentos (Baldwin, 1995;
France e Thornley, 1984).

Para o estudo do metabolismo do P, os dados aplicados nos modelos sdo na maioria das
vezes coletados a partir de experimentos que utilizam a técnica de dilui¢do isotdpica, pois
através dessa técnica ¢ possivel determinar o fosforo enddgeno, que representa parte
importante do P excretado nas fezes.

Como os metabolismos do Ca e do P sdo regulados por mecanismos biologicos e
fisiologicos idénticos, ¢ possivel estudar o metabolismo desses minerais através de modelos
matematicos similares.

Aubert e Milhaud, em 1960, elaboraram um modelo matematico para o estudo das

principais rotas do Ca em humanos. Esse modelo, baseado na interpretagdo teorica da curva
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decrescente de atividade especifica do Ca sérico apds a injecdo intravenosa do *Ca, foi
adaptado para o estudo do metabolismo do Ca e P em ruminantes (Ramberg et al., 1970;
Grace, 1981).

O modelo proposto por Aubert ¢ Milhaud ¢ constituido de trés compartimentos; o
primeiro correspondendo ao trato digestivo, o segundo a corrente sangiiinea e o terceiro ao
0sso ¢ tecidos moles, estudados juntos. O trato digestivo e 0 0sso mais os tecidos moles estao
em intercambio bi-direcional com o compartimento do sangue, que funciona como
compartimento central das trocas do mineral. Este modelo tem a vantagem de ndo exigir o
sacrificio dos animais experimentais para analises de P nos ossos e tecidos, entretanto sua
precisdo ¢ limitada.

Para a elaboragdo deste modelo, sdo necessarios dados de ingestao, excrecao (P total nas
fezes, P endogeno nas fezes e P na urina) e das atividades especificas do plasma para obtenao
da curva das trocas rapidas (0-48hs) e da curva das trocas lentas (72-144hs). Essas curvas sao
representadas por equagdes, que fornecem os dados necessarios para o calculo da massa (Ca
ou P em g) no “pool” trocavel. Obtendo-se esses dados, € possivel calcular a incorporagdo do
Ca ou P nos ossos e tecidos moles.

Fernandez em 1995 propds um modelo matematico com a finalidade de esclarecer a
absor¢do e utilizacdo do Ca ¢ do P em suinos em crescimento, estabelecer métodos
padronizados para a avaliacdo da suplementagdo de Ca e P e simultaneamente, as exigéncias
desses minerais para o melhor desempenho dos suinos. Segundo esse autor (Fernandez,
1995b), o balango de minerais ndo reflete o nivel metabdlico, pois, diferentes grupos de dados
de ingestdo e excrecdo nas fezes e urina podem levar a um mesmo resultado, mascarando
importantes informagdes fisioldgicas. Assim, para Fernandez, como o crescimento 6sseo ¢ o

resultado da deposi¢do e reabsor¢do dssea, ¢ entdo possivel que as estimativas quantitativas



23
dessas variaveis possam contribuir para uma definicdo mais precisa das exigéncias ou para um
critério de resposta mais adequado do que o balango de minerais.

Vitti et al. (2000) fizeram a proposta de um modelo matematico que separa 0ssos €
tecidos moles em dois compartimentos distintos. Modelos como o proposto por Braithwaite
(1983) e Aubert e Milhaud (1960), que ndo fazem disting@o entre os 0ssos e tecidos moles,
usam valores combinados para o céalculo de P absorvido ou reabsorvido para esses 6rgaos,
gerando erros.

O modelo Vitti exige o sacrificio dos animais experimentais para coletas de tecidos, no
entanto, os dados sdo mais precisos.

A entrada de fosforo no sistema se da via ingestdo, ¢ a séida pelas fezes e urina, e ¢
assumido que ndo ha re-entrada de fosforo marcado a partir de fontes externas.

De acordo com esse modelo, a entrada de fosforo no “pool” central se da pela absorgao
das fracdes de origem dietética e enddgena, a partir do trato digestivo, bem como do fésforo
reabsorvido do osso e dos tecidos moles. A saida envolve as secre¢cdes dos sucos digestivos, o
fosforo excretado nas fezes e na urina, e o fosforo incorporado nos 0ssos e nos tecidos moles.

No estado estavel, as trocas no sistema permanecem constantes e a taxa de entrada é
igual a taxa de saida, permitindo o célculo dos fluxos entre os compartimentos.

Atualmente os modelos utilizados para o estudo do metabolismo do P fornecem
informagdes importantes que podem ser utilizadas para obter valores referentes as exigéncias
nutricionais por exemplo, no entanto a precisdo destes pode ser aprimorada. A adig¢do de

dados inéditos aos modelos ¢ uma das formas pelas quais eles podem se tornar mais acurados.
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3. REVISAO DO MODELO PARA ESTUDO DA CINETICA DO FOSFORO E DO

CALCIO EM OVINOS EM CRESCIMENTO

Resumo

O objetivo desse estudo foi revisar o modelo da cinética do fosforo (P) proposto por
Vitti e ampliar o seu uso para estudar os fluxos de calcio (Ca) em ovinos em crescimento.
Doze ovinos da raga Santa Inés, com 8 meses de idade e peso médio de 31,6 kg receberam
uma injecdo de **P ¢ **Ca para marcar o movimento do P e do Ca no organismo. O modelo
original tinha 4 compartimentos representando o trato gastrointestinal, plasma, tecidos moles,
e 0ssos. No modelo revisado, valores instantineos ao invés de médias derivadas do
compartimento foram incorporados, e o modelo foi ampliado para representar a absor¢ao e
excrecdo do P do fitato. As corregdes aperfeicoaram o modelo, resultando em maiores fluxos
entre o plasma e ossos do que entre o plasma e os tecidos resultando assim em uma
representacao mais acurada do metabolismo do fosforo. O metabolismo do fosforo e do célcio
foi avaliado conjuntamente usando o modelo revisado. Os resultados mostraram que o
metabolismo desses minerais possui uma estreita relacdo como foi evidenciada pela razio
desses minerais nos fluxos bi-direcionais entre o plasma e os 0ssos ¢ entre o plasma e os
tecidos. A digestibilidade do P do fitato foi 47,3%, ¢ a retengdo do P foi negativa (-1,4 g/d)
sugerindo que alguma caracteristica da dieta prejudicou a utilizagdo do P levando a
deficiéncia do mesmo. O modelo revisado fornece uma predi¢do mais acurada do
metabolismo do P e do Ca a qual pode ser usada para avaliar a exigéncia desses minerais e

estimar perdas no ambiente.
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Abstract

The objective of the study was to revise a model of phosphorus (P) kinetics proposed
by Vitti and extend its use to study calcium (Ca) flows in growing sheep. Twelve Santa Inés
male sheep, 8 mo of age with average weight of 31,6 kg were injected with **P and *Ca to
trace the movement of P and Ca in the body. The original model had 4 pools representing the
gut, plasma, soft tissues, and bone. In the revised model, instantaneous values rather than
averages for pools derivatives were incorporated, and the model was extended to represent
absorption and excretion of phytate P explicitly. The amendments improved the model,
resulting in higher flows between plasma and bone than between plasma and tissue and,
therefore, a more accurate representation of P metabolism. Phosphorus and Ca metabolism
were then assessed conjointly using the revised model. The results showed that P and Ca
metabolism are closely related as evidenced by the ratio of these minerals in the bi-directional
flows between plasma and bone and between plasma and tissue. Phytate P digestibility was 47
%, and P retention was negative (—1,4 g/d) suggesting a feed characteristic impaired P
utilization leading to P deficiency. The revised model provides an improved prediction of P
and Ca metabolism which can be used to assess mineral requirements and to estimate losses to

the environment.



26

3.1 INTRODUCAO

O metabolismo do fésforo (P) tem sido estudado por muitos anos, mas o atual foco no
ambiente tem aumentado o interesse nesse mineral (Valk et al., 2000). Além disso, o excesso
de P excretado nas fezes representa um custo desnecessdrio para os produtores. O
conhecimento sobre o conteudo do mineral disponivel nos ingredientes ¢ a qualidade do P,
assim como a compreensdo da cinética do P, comega a ter impacto na suplementagdo do P
(Bravo et al., 2003).

O calcio (Ca) pode influenciar a utilizagdo do P devido a forte correlacdo metabdlica
desses minerais (Tamim e Angel, 2003) que estdo presentes principalmente nos 0ssos como
sal de hidroxiapatita e sdo mobilizados quando as exigéncias do animal ndo s3o atendidas pela
dieta. Como exemplo da relagdo existente entre esses minerais, Chapuis-Lardy et al. (2004)
reportaram que o calcario usado como suplemento de Ca na dieta poderia ter afetado a
excrecdo de Ca e P nas fezes devido a formacdo do complexo Ca-P ao longo do trato
digestivo, reduzindo a disponibilidade dos dois minerais.

Ragdes baseadas em graos de cereais sdo usadas para promover o rapido crescimento
dos ruminantes. No entanto, a incorporagdo de cereais nas dietas acarreta no aumento da
quantidade do P na forma de fitato, fato que torna importante a avaliagdo da digestibilidade do
fitato nos ruminantes alimentados com dietas baseadas em cereais. O P do fitato ¢ hidrolizado
pela fitase produzida pelos microorganismos do rumen, no entanto a eficiéncia das enzimas
pode ser alterada por diferentes fatores como o tratamento do alimento (Bravo et al., 2002),
presenga do calcio e magnésio (Dutton e Fontenot, 1967), pH do ramen, e a quantidade do P
do fitato presente na dieta (Ellis e Tillman, 1961).

O uso da técnica da diluicdo isotopica fornece informagao sobre o P endogeno, o qual

representa uma grande parte do P excretado nas fezes. Além disso, ¢ possivel estudar a
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cinética do P e melhorar os modelos para estudo do metabolismo do P. Um modelo com 4
compartimentos foi proposto por Vitti et al. (2000) para avaliar o metabolismo desse mineral
em caprinos em crescimento. O metabolismo do P e do Ca estdo relacionados e sao similares.
Assim, o objetivo desse estudo foi revisar o modelo Vitti e aplica-lo no estudo dos fluxos de P
e Ca em ovinos em crescimento, resultando no melhor entendimento do metabolismo desses

minerais nos ruminantes.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Procedimento experimental

Animais e dietas.

Doze ovinos machos da raga Santa In€s, com 8 meses de idade ¢ pesando em média
31,6 kg, foram inicialmente alocados no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA),
Universidade de Sao Paulo durante 21 dias. A dieta basal foi composta de bagago de cana
hidrolizado, milho, farelo de soja, mistura mineral, e uréia, e foi suplementada com uma das 3
diferentes fontes de Ca: calcario, polpa citrica e farinha de conchas de ostras. A dieta basal
sem o farelo de soja foi suplementada com feno de alfafa como fonte de Ca (Tabela 3.1).

Foram estudados 4 tratamentos com diferentes fontes de Ca, onde havia 3 animais
para cada tratamento. As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais dos
ovinos de acordo com NRC (1985) e para fornecer niveis iguais de Ca e P (Tabela 3.2). As

dietas foram fornecidas duas vezes ao diaas 8 ¢ 17 h.
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Tabela 3.2 - Ingredientes da dieta e composicao das dietas fornecidas aos ovinos contendo

diferentes fontes de calcio

Ingredientes, g/kg MS Caleirio "I civiea conchas de ostrs
Calcéario 13 - - ,
Feno de alfafa - 450 - -
Polpa citrica - - 300 -
Farinha de conchas de ostras - - - 12
Milho 400 400 140 395
Bagago de cana hidrolizado 420 138 394 436
Farelo de soja 150 - 150 140
Uréia 7 5 6 7
Fosfato monoamonio 5 2 5 5
Suplemento mineral ' 5 5 5 5

lComposigéo: ClL, 219 mg/g; Na, 145 mg/g; S, 70 mg/g; Mg, 10 mg/g; Zn, 4,6 mg/g; Mn, 1,1 mg/g; Fe, 0,50
mg/g; Ca, 0,30 mg/g; Cu, 0,30 mg/g; I, 80 mg/kg; Co, 40 mg/kg; Se, 15 mg/kg.

Apo0s o periodo de adaptacdo, os animais foram alojados em gaiolas de metabolismo
designadas para estudos com iso6topos e cada animal recebeu uma unica dose de 7,4 MBq de
2p ¢ 7,4 MBq de *Ca em 1 ml de solucdo salina, injetada através da veia jugular antes de
terem sido alimentados. O fosforo radioativo (Na,H*’PO,) foi adquirido no Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN, Sao Paulo, Brasil. Amostras de sangue foram
coletadas da jugular aos 5 min, 1, 2, 4, 6, ¢ 24 h depois da injecao e depois a cada 24 h, com a
ultima coleta as 144 h. Os balangos de P e Ca foram registrados diariamente durante 7 d
através da coleta das sobras de alimentos, fezes e urina, e as amostras (10% da coleta) foram
armazenadas para subsequente analise. Depois do término do periodo de coletas, os animais
foram sacrificados utilizando-se injecdo intravenosa. O experimento foi executado apds a

aprovagio da Comissio de Etica em Experimentagio com Animais do CENA.
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Tabela 3.1 - Composi¢ao quimica dos ingredientes da dieta (g/kg MS)

Ingredientes MS P p° Ca FDA  FDN PB
Farelo de soja 872 7,3 4,72 2,8 12,2 19,1 51,2
Milho 876 2,5 1,90 0,3 4,6 47,7 9,0
Feno de alfafa 829 3,9 0,82 11,5 29,5 40,9 23,1
Bagaco de cana 735 0,5 0,32 0,9 54,4 58,9 2,0
Polpa citrica 917 1,2 0,54 15,5 28,9 23,8 7.5
Farinha de conchas 990 0,5 - 411,0 - - -
Calcario 999 0,1 - 386,0 - - -
MAP? 982 250 - 4,5 - - -
Mistura mineral 992 0,5 - 1,3 - - -

*Fosfato monoamonio
5P do fitato

Analise das amostras.

As amostras dos alimentos e das sobras dos alimentos foram analisados para
determinagdo da MS, PB, P, Ca, FDN, ¢ FDA. A proteina bruta foi determinada através do
método de Kjeldahl, FDA segundo as recomendagdes da AOAC (1995) e FDN de acordo
com Mertens (2002). A determinacdo do P do fitato das amostras foi feita de acordo com
Latta e Eskin (1980).

No final do periodo de 7 dias de coletas, as amostras das coletas diarias das dietas,
sobras dos alimentos, fezes, e urina foram reunidas, totalmente misturadas, e sub-amostras
foram retiradas. As sub-amostras do alimento fornecido, sobras, e fezes foram secas em
estufas a 40°C durante 48 h, e moidas para passar em peneiras de 1 mm, sendo posteriormente
armazenadas para analise.

O P foi determinado por colorimetria (Sarruge e Haag, 1974) ¢ o Ca através de
espectrometria de absor¢do atomica (Zagatto et al., 1979). As amostras de sangue foram

centrifugadas e o plasma foi separado. Apos precipitagdo da proteina (1 ml plasma e 9 ml de
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100 g/L de acido tricloaroacético) o P inorganico foi determinado pelo método de Fiske e

Subbarow (1925). Amostras diarias de urina (30 ml) foram coletadas e acidificadas com gotas

de HCI 12 N para evitar a volatizagdo da amonia, e depois foram secas (55°C) e queimadas
em mufla para obtencao das cinzas (500°C).

As amostras de fezes foram secas a 105°C, queimadas a 500°C, e as cinzas foram

dissolvidas em 5 ml de HCI concentrado. O P total foi determinado usando-se reagentes

vanadato-molibdato no método de colorimetria (Sarruge e Haag, 1974).

Modelo Revisado

A revisdo do modelo Vitti ¢ mostrada na figura 1. Como o original, o0 modelo contem
4 compartimentos: P em 1) trato gastrointestinal, 2) plasma, 3) ossos, ¢ 4) tecidos moles. Os
fluxos do P entre os compartimentos e os fluxos de entrada e saida do sistema sdo
representados pelas setas. Os compartimentos que representam o trato gastro intestinal, 0ssos
e tecidos moles sofrem trocas em duas direcdes com o compartimento do plasma,
representadas pelos fluxos F»; e Fia, Fas € F3o, Fas € Fuy respectivamente. A entrada do P no
sistema ocorre através da ingestdo, Fo, ¢ a saida através das fezes, Fy;, e urina, Fyp.
Adicionalmente, Fjy ¢ dividido em P do fitato ¢ P de origem diferente do fitato (P ndo-fitato
origem), e Fy; e F,; sdo divididos em P do fitato da dieta, P endogeno reciclavel, e P nao-
fitato origem presente na dieta (Fig. 3.1).

O fosforo marcado foi administrado intravenosamente como dose unica (D) no tempo
zero, € os tamanhos e atividades especificas dos compartimentos dos ossos e tecidos moles
foram medidos apos 7 dias. O esquema assume que nao existe reentrada de P marcado de
fontes externas. A repeticdo das amostras de sangue permite que a inclinagdo da curva de

decaimento da atividade especifica seja determinada.
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Figura 3.1 - Representagdo esquematica do modelo revisado do metabolismo do fésforo em ovinos em
crescimento mostrando o P do fitato. F; representam o fluxo total do compartimento i para j, /o denota ingestdo
de P, Fy, excre¢do de P nas fezes, Fip, excrecdo de P na urina. Os fluxos Fo, Fy;, € F5; sdo divididos como
indicados, com sobrescritos (p), (e), e (n) representando o P do fitato da dieta, P endégeno reciclavel, e P nao-

fitato de origem da dieta, respectivamente.

Apoés 7 dias, assume-se que o compartimento 1 (trato digestivo) estd em completo
equilibrio (equilibrio isotdpico e ndo isotdpico) e o compartimento 2 (plasma) em equilibrio
ndo isotdpico. A solucdo algébrica do modelo (segundo Vitti et al., 2000; ver Tabela 3.3 para

as principais equagdes matematicas) entdo sera:
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Tabela 3.3 - Principais simbolos usados no modelo

Fy Fluxo total de P (Ca) para o compartimento i de j; Fjy indica um fluxo
externo no compartimento I e Fo; um fluxo do compartimento j para fora
do sistema; parametro em negrito indica um fluxo que pode ser medido
experimentalmente: g/d.

D Dose de **P (**Ca) administrado no sangue no tempo zero: dpm

O Quantidade de P ou Ca no compartimento i: g

qi Quantidade de **P ¢ (**Ca) no compartimento i: dpm

R Taxa de troca da atividade especifica do compartimento i: dpm/d

Si Atividade especifica do compartimento i (= ¢;/Q;): dpm/g

t Tempo: d

Fia = s1F1/ (52— 51) (1)

Fo = Fro+ Fi2— Fi (2)

F3 = 53R205/ [52 (52— 53)] 3)

Fay = 54R0Q04/ [52 (52— 54)] 4

| Fo3 + Fas| = Fop + Fio + Fyp + Faa — Fa ®)
Foy = (s*-53) X |Fa3 + Fas| / (54— 5%) (6)
Fa3 = |Fo3 + Foa| - Fo4 (7)

onde o negrito indica os fluxos determinados experimentalmente, ¢ onde a atividade

especifica do compartimento formado pela combinacdo dos compartimentos 3 e 4 sera:

o — 5305 + 5,0,

8
Q3+Q4 ( )
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e a taxa de troca da atividade especifica do compartimento 2 sera:

_ds,
2 de

€))

Os valores de s, e R, para os 7 dias foram obtidos ap0s o ajuste na equagdo da curva de

decaimento da atividade especifica do plasma, onde t (d) ¢ o tempo desde a administragdo da
dose, e a (dpm/ g) e b (/d) sdo pardmetros:

s,(t)=ae™” (10)

A taxa instantanea de troca resultante quando se diferencia a equagao em relacao ao

tempo ¢ igual a:

ds, (1) _
da

_abe™” (11)
a qual permite o célculo de R; para o sétimo dia.

As equagOes para calcular F3, e Fi (eq. 3 e 4 acima) diferem das equacdes
apresentadas por Vitti et al. (2000) (eq. 20 e 21 do trabalho original). Para resolver o modelo
Vitti original, foram utilizadas as médias ao invés dos valores instantaneos de dss/dt e ds4 para
derivar as equagdes (20) e (21). Equacdes 20 e 21 apresentadas no trabalho Vitti et al. (2000):

F3 = 53Q3/[8(s2 - 53)] (20)
Fap = 54Qu4/[8(52 — 54)] (21)
Os valores instantdneos para dss/dt e ds4/dt foram usados no presente estudo para derivarem
as eq. (3) e (4), obtidas através do pressuposto que as taxas relativas de troca das atividades

especificas dos compartimentos 2, 3 e 4 sdo as mesmas apos 7 dias, i.d.

lds, 1ds, 14ds,
s, dt sy dr s, dt

Se a ingestdo de fitato P (Fm(p)) ¢ medida entdo a excrecdo de P nas fezes, Foi, €

absorcdo, F,;, podem ser divididas entre fontes de P usando as seguintes equagdes:

F()l(p) :ZpF()l (12)
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Foi" = z.Fy, (13)

Fo™ = For — For” — Fy (14)

Fy® = zpF7) (15)

Fn¥ = 2P (16)

Fn®™ = Fy — Fy” — Fy (17)

onde

zZp = Fio?Fyo+ Fi (13)

z. = F1o/Fyg + F12 (19)

O sobrescrito (p) denota o P de origem do fitato da dieta, (¢) P endogeno reciclavel, e

(n) P ndo-fitico de origem na dieta. O modelo ¢ resolvido computando eq. (1)-(19).

3.2.2 Analise estatistica

Os dados experimentais da ingestdo e excrecdo de P, P total nos ossos e tecidos, ¢
atividades especificas foram avaliados como delineamento inteiramente casualizado, assim
como os fluxos calculados no modelo. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia
usando-se o procedimento General Linear Model, GLM (SAS, 1999) e o procedimento
LSMEANS foi usado para calcular as médias e erros padroes. A analise de regressdo foi
realizada através do procedimento PROC REG.

A comparagdo entre os valores observados e preditos das atividades especificas do P e
do Ca no plasma, fitato (F,”) e demais P (F + F,"”) excretado nas fezes foi feita usando-se

o quadrado médio do erro da predicdo (QMEP), calculado como:

QMEP = li(oi ~PY (20)
iz
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onde n ¢ o numero de observagdes, O; € o valor observado, e P; e o valor predito. A

raiz QMEP, expressa em propor¢ao a média observada, fornece a estimativa do erro geral da
predigdo. O QMEP foi decomposto em erro devido a variagdo na casualizagao (EC), erro
devido ao desvio do coeficiente de inclinagdo da regressao (“slope” ou regressor) em relagao

a unidade (ER), e erro devido ao viés médio (EV) (Bibby e Toutenburg, 1977).

3.3 RESULTADOS

Fosforo

Os fluxos de P sdo representados pela letra F. A ingestao de P Fy (Tabela 3.4) foi
adequada para ovinos em crescimento de acordo com NRC (1985). A excregao total de P nas
fezes Fy (Tabela 3.4) foi maior do que a ingestdo levando a reten¢ao negativa do P (-1.40
g/d). As atividades especificas e o P presente na urina, plasma, ossos e tecidos moles também

estdo representados na tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Ingestdo e excregao de fosforo e calcio, atividades especificas, e outras medidas

experimentais
; P Ca
Item
Simbolo™ g/d SEM  Simbolo®™ g/d SEM
Fluxos
Ingestao Fio 3,19 0,25 G 5,26 0,40
Fitato EY 1,29 0,09 - - -
Nao-fitato £ 1,89 0,17 - - -
Fezes Fo 4,47 0,53 Goi 5,10 0,51
Fitato EP 0,68 0,08 - - -
Nio-fitato FP+FRY 379 049 - . -
Urina Foo 0,12 0,03 Goz 0,07 0,02
AE dpm/g dpm/g
Fezes Sip 0,0074  0,0006 S1.Ca 0,0010  0,0002
Plasma® S2p 0,0132  0,0008 §2.Ca 0,0034  0,0003
Ossos S3.p 22,5 33 83.Ca 44,2 3,6
Tecidos moles Sap 60,8 8,2 S4.Ca 107,8 38,9
Osso + tecidos moles s*p 26,6 2.9 s*ca 44.8 3,6
Tamanho dos compartimentos g g
Plasma Osp 0,123 0,08 Osrca 0,139 0,010
Ossos Osp 129,5 9,0 Osca 255 20,5
Tecidos moles Osp 16,1 1,31 Osca 2,69 0,40

*Maioria dos simbolos de acordo com a Figura 3.1 e Tabela 3.3, demais ver no texto.

bs*= AE combinada dos ossos e tecidos. ¢ Valores projetados para 168 h .

A excregio total de P nas fezes foi separada em P do fitato da dieta (F’), P ndo-

fitato da dieta (F”) e P endégeno (F”) (Figura 1). Os valores medidos e preditos de F/’ e

E" + F assim como os valores preditos e medidos da atividade especifica do P no plasma

as 144 h estdo representados na Tabela 3.5.



37

Tabela 3.5 — Valores observados e preditos da atividade especifica do Ca e P no plasma (AE-

144 hs), e excrecao fecal do P do fitato P e demais P

. . QMEP' .
Média Média Raiz
) Total s
observada  predita EV? ER? EC* QMEP
MSPE!
AE, dpm/g
P Plasma 0,0149 0,0152  32x10°  7,9x10® 57107 2,5x10° 0,0017
Ca Plasma 0,0045 0,0044 1,9x107 84x107 3,9x10° 14x107 0,0004
Excrecao nas fezes, g/d
Fo,” 0,68 0,80 0,11 0,014 0,026 0,068 0,318
Fo,'¥ + Fo,™ 3,79 3,67 0,11 0,014 0,000 0,094 0,318

'quadrado médio do erro da predigio;
Zerro devido ao viés médio;
3erro devido ao desvio da inclinagio da regressdo da unidade;
4 . \ o~ . ~ .
erro devido a variagdo pela casualizagio;

> raiz do quadrado médio do erro da predigio expressa como propor¢io da média observada.

Os resultados das analises do P nas fezes foram: P enddgeno das fezes 2,50 g/d, P
fecal de origem do fitato da dieta 0,68 g/d, e P das fezes de origem do P ndo-fitato da dieta
1,29 g/d, onde essas fragcdes representam 56; 15,2 e 28,9 % do Fy;, respectivamente. Os
resultados foram obtidos a partir das seguintes formulas:

P endogeno (P.) = (AE fezes*/ AE plasma*) x P fezes (Lofgreen e Kleiber, 1953) (21)

P ndo fitato da dieta = P total nas fezes — (P endégeno + P fitato) (22)

O P total excretado nas fezes foi positivamente relacionado com o P ingerido, onde:

Fo1 = 0,45(x0,10)Fyo + 1,25(x0,47) (n=12,R*=0,65) (23)

*AE referente as 168hs.
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O f6sforo absorvido F5; foi também separado nas mesmas trés fragdes (ver equacoes
15, 16 € 17). Os valores médios para as fragdes de P absorvido F\/’e F\" + F) foram 0,49 e

2,59 g/d, respectivamente.

Os fluxos de P entre os compartimentos estdo representados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Fluxos de P e Ca calculados usando o modelo revisado '

P Ca
Fluxo

Simbolo  Fluxo,g/d SEM  Simbolo Fluxo, g/d SEM
TGI para plasma Fy 3,08 0,62 G 2,72 0,91
Plasma para TGI Fi» 4,37 0,8 G 2,56 0,7
Plasma para osso F3; 229 2,3 G 59,2 5,95
Osso para plasma F3 23,8 2,38 G 59,1 5,92
Plasma para tecido  Fi; 2,83 0,28 Gy 0,64 0,12
Tecido para plasma  F»4 3,35 0,33 Gy 0,65 0,13

"'Valores mostrados sio médias de 12 animais.

Calcio

Os fluxos de Ca estdo representados pela letra G. O Ca ingerido (Gyo), excretado nas
fezes (Go1) e na urina (Gy,) estdo representados na Tabela 2.4. A ingestdo de Ca atendeu as
necessidades estabelecidas pelo NRC (1985) para ovinos em crescimento. O valor obtido para
retengdo de Ca foi 0,09 g/d e apresentou relagdo linear com a absor¢cdo de Ca (G»;) como
mostra a equacgao:

Ca retido = 0,24(20,23)G,; — 0,65(£0,05) (n = 12, R* = 0,65) (24)

O valor do Ca total excretado nas fezes aumentou diretamente com o Ca ingerido,

como est4 apresentado na equagao:
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Go1=1,0(20,21)Gyo — 0,36(x1,18) (n = 12, R* = 0,69) (25)
As atividades especificas e os demais valores de Ca estdo resumidos na Tabela 2.4.
Os valores preditos ¢ medidos da atividade especifica do Ca no plasma as 144 h estdo

representados na Tabela 3.5.

Calcio e fosforo

As quantidades de P e Ca ingeridas (Fjo ¢ Gjo) foram as mesmas para todas as dietas,
justificando a reunido dos dados dentro de um unico grupo de dados. As dietas representaram
4 tratamentos, cada uma suplementada com diferentes fontes de Ca, sendo estas: polpa citrica,
calcario, feno de alfafa, e farinha de conchas de ostras. O procedimento GLM do SAS (1999)
foi usado para avaliar os efeitos de diferentes fontes de Ca sobre a cinética do Ca e do P. No
entanto, utilizando-se o modelo Vitti original, ndo foi observado efeito significativo (dados
nao apresentados).

A razdo Ca:P presente nos ossos determinada experimentalmente foi 1,97 (Tabela 3.4)
e a presente nos tecidos foi 0,17. A razdo Ca:P para a mobilizagdo dos 0ssos (G»3/F»3) foi 2,50
e para a incorporagdo (Gsy/F3;) foi 2,58. Essas razdes foram correlacionadas entre si como
mostram as equagoes:

Ga3/Fa3 = 0,91(+0,029) G32/F3, + 0,13(20.08)  (n=12,R*=0,99)  (26)

A razdo Ca:P mobilizada do tecido para o plasma (G,4/F>4) foi 0,20 e a incorporada
nos tecidos (G42/Fs;) foi 0,23 e ambas foram correlacionadas:

Ga4/Fay = 0,81(£0,020) G4o/F42 + 0,007(x£0,005) (n= 12, R*=0,99) (27)

O Ca excretado nas fezes aumentou com a excregao de P nas fezes:

Go1 = 0,70(x0,20)Fo; + 1,93(20,98) (n= 12, R*=0,54) (28)

Os fluxos de Ca entre os compartimentos estdo resumidos na Tabela 3.6.
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3.4. DISCUSSAO

O P do fitato presente nos ingredientes foi similar aqueles reportados por outros
pesquisadores para o milho moido (Eeckhout ¢ De Paepe, 1994; Viveros et al., 2000) e
farinha de soja (Morse et al., 1992b; Ravindran et al., 1994). Para o feno de alfafa, o P do
fitato foi maior do que o citado por Morse et al. (1992b), embora seja comparavel ao valor
citado por Ravindran et al. (1994) para dietas folhosas. Diferencas nos valores do P do fitato
presente no feno de alfafa podem estar relacionadas com fatores como a idade da planta,
cultivar, condigdes de processamento, altura do corte, nimero de observagdes por ingrediente,
assim como os métodos analiticos utilizados (Eeckhout e De Paepe, 1994).

O valor do P do fitato digerido foi 0,61 g/d (Fyo ® — Fo1®), resultando na digestibilidade
de 47% ((Fo @) _ FOI(P)) x 100/ F 10(P)). Esse resultado ¢ menor do que alguns resultados

relatados na literatura (Skrivanova et al., 2004; Kebreab et al., 2005).

Os valores preditos para £\ e F\”+F\" foram relacionados com os valores
medidos como mostra a andlise QMEP na Tabela 3.5. As porcentagens de EC foram iguais a
60% para F” e 85% para F,” + F\" . Para ambas as predi¢des, a maior proporgdo do QMEP
foi devido a variagdo na casualizacdo do grupo de dados. A utilizacdo do P pelos animais

apresenta grande variagdo entre os mesmos (Field et al., 1983; Rapp et al., 2001), sendo entdo

razoavel afirmar que as porcentagens de EC indicam uma predigdo satisfatoria. Houve uma
pequena super-predigdo para £, e uma pequena sub-predigdo para F\\’ + F."” com a média
do viés contribuindo com 13% do QMEP para ambos. O ER foi igual a 26 ¢ 0% para F,/ e

F© +F\", respectivamente.

Os fluxos F,; e G representam o fluxo total de P e Ca do trato digestivo para o

plasma sendo que esse fluxo foi maior para o P (Tabela 3.6). No entanto, os valores digeridos
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do P e do Ca de origem da dieta foram iguais a 1,22 e 1,48 g/d respectivamente, resultando
nas digestibilidades 39 e 28%, respectivamente para o P e para o Ca. Os baixos valores de
absorcdo e digestibilidade do P estdo relacionados com a baixa digestibilidade do P do fitato,
a qual provavelmente afetou a absor¢ao do Ca assim como sua disponibilidade.

A digestibilidade do P do fitato foi maior do que a digestibilidade do P de origem
diferente do fitato. Tal fato pode ser explicado se a hidrélise do P do fitato ocorreu no
intestino grosso, levando a super estimativa da absor¢do do P do fitato, pois o P do fitato
hidrolisado pode ter sido medido como P inorganico nas fezes (Godoy and Meschy, 2001;
Matsui, 2002; Shen et al., 2005). Além disso, ¢ improvavel que o P do fitato digerido no
intestino grosso tenha algum significado nutricional para os ruminantes (Park et al., 2002)
pois a absor¢ao do P ocorre no intestino delgado (Pfeffer et al., 1970; Grace et al., 1974; Care,
1994). Por outro lado, o P de ndo-fitato origem pode ter tido sua digestibilidade diminuida.

Os valores preditos para as atividades especificas do P e Ca no plasma 144 h apds a
injecdo do radiois6topo foram muito proximos dos valores observados como mostra a analise
QME-P. As porcentagens do total QMEP representadas pela EV, ER, e EC foram 3, 18 e 79%,
respectivamente para o P e 4, 21 e 74%, respectivamente para o Ca. Essas porcentagens
mostram que os valores projetados para as atividades especificas instaneas do P e do Ca no
plasma relativos as 168 h depois da injecdo do radioisotopo sdo comparaveis aos valores
medidos e, portanto podem ser utilizados nos célculos para determingdo dos fluxos entre os
compartimentos do modelo.

O uso de valores instantdneos para as derivagcdes dos compartimentos baseados nas
atividades especificas projetadas do plasma, substituindo os valores médios para as
derivagdes, aumentou a credibilidade do modelo Vitti et al. (2000), que ficou mais condizente
com a realidade. Essa afirmativa é confirmada pelo fato de que os fluxos entre o plasma e os

ossos foram maiores do que os fluxos entre os tecidos ¢ o plasma (Tabela 3.6), pois se sabe
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que 80 a 85% do P total presente no organismo animal esta presente nos 0ssos, 0os quais
representam uma importante reserva de Ca e P que pode ser mobilizada para atender as
fungdes do animal. Por outro lado, o P presente nos tecidos moles também pode ser
mobilizado, mas em menores proporgdes. Assim, o modelo revisado reflete com maior
acuracia a presen¢a de maiores quantidades de P e Ca depositados e reabsorvidos dos 0ssos.

Embora os animais tenham ingerido as quantidades exigidas de Ca e P, a alta excrecao
de P (Fo1) e Ca (Gy;) causou a baixa retencao dos dois minerais. A relacdo entre Fo; e Gy
sugere a formagao de um complexo Ca-P nas fezes, a qual esta de acordo com as observagdes
de Chapuis-Lardy et al. (2004), que sugeriram que o Ca nas fezes tem importante impacto na
propor¢ao do P soluvel em dgua do P total excretado nas fezes das vacas em lactagao.

O P mobilizado dos ossos (F>3) foi maior do que o P absorvido (F3,) (Tabela 3.6).
Esses dados estdo de acordo com Vitti et al. (2000) que, estudando o metabolismo de caprinos
em crescimento alimentados com diferentes niveis de P, sugeriram que a mobilizagdo do P
0sseo ocorre para manuten¢do do metabolismo em animais em crescimento, devido a alta
demanda de P do organismo. No entanto, os valores de reabsor¢ao dos tecidos (F74) maiores
que a absor¢do nos tecidos (F4;) sugerem que, assim como a mobilizacdo do P 6sseo, os
animais estavam mobilizando P dos tecidos para atender suas demandas. E bem sabido que os
animais sdo capazes de mobilizar o Ca e o P de acordo com suas necessidades. De acordo
com Valk et al. (2002), as vacas em lactagdo mobilizam P das reservas corporais para
compensarem a excre¢ao do P no leite e nas fezes. No presente trabaho, a baixa digestdo do P
provavelmente prejudicou a utilizagcdo do P da dieta, levando a deficiéncia e a conseqiiente
mobilizagdo do P 6sseo e dos tecidos.

A razido Ca:P nos ossos foi 1,97, mas a razdo desses minerais mobilizada e
incorporada nos ossos foi 2,49 e 2,59, respectivamente. A propor¢ao encontrada nos 0ssos se

aproxima da estequeometria da hidroxiapatita (Ca:P razdo 2,15:1,0), que ¢ a fonte de P
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disponivel nos ossos para regulacao do P no plasma. As maiores razdes de Ca:P mobilizadas e
incorporadas em relacdo a razdo presente na hidroxiapatita sugerem que, como o G3; foi um
pouco maior que o G3, 0 mineral presente nos ossos poderia ser diferente da hidroxiapatita.
Shapiro e Heaney (2003) relataram que ratos suplementados com Ca mostraram maiores
razdes de Ca:P nos ossos, possivelmente devido a presenga de cristais amorfos contendo
grande quantidade de carbonato de calcio.

Ovinos jovens na fase de crescimento foram usados nesse estudo, € assume-se que
esses animais tém grande habilidade de adaptacao a deficiéncia de Ca e P, e que reabsorcao e
formagao 6ssea podem acontecer simultaneamente.

As relagdes obtidas entre as razdes de Ca:P mobilizadas e incorporadas nos 0ssos e
tecidos moles confirmam a afirmacao de que esses minerais estdo estreitamente relacionados
e, por isso, pode-se supor que a baixa digestibilidade do P resultou na menor digestibilidade
do Ca. No entanto, os mecanismos envolvidos ndo sao claros e mais pesquisas sao necessarias
para avaliar esse assunto. A concentragdo de P no plasma (9,5 mg/dl) foi mais elevada que os
valores normais. Como o P do plasma ¢ influenciado pela mobilizagdo do P 6sseo e os
animais diminuem suas reservas 6sseas para atender as fun¢des metabdlicas (Wu et al., 2001),
o P provavelmente foi mobilizado dos ossos para manter o nivel de P do plasma. Pode-se
também especular que valores elevados do P no plasma acarretaram em elevadas
concentragdes de P salivar. De acordo com Valk et al. (2002), existe uma relagdo direta e

positiva entre o P presente no plasma e as concentragdes do P da saliva. Como o P enddgeno
presente nas fezes (F”) tem origem principalmente na secrecio salivar, pode-se supor que a
secrecao de P através da saliva reflete a tentativa de manter o metabolismo do P, ocasionando

a elevada proporgio do P enddgeno presente no P total excretado nas fezes (F\”/F,,). A

absorgdo das demais formas de P (F\” + F”) maior do que a absorgdo do P do fitato ( F,”)

confirma essa suposi¢ao.
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A excrecao de P através da urina € considerada insignificante nos ruminantes, e esta
relacionada com a eficiéncia da absor¢dao e a concentragdo do P no plasma em relagdo ao
limiar renal (6,5 a 9,5 mg/dl) (Challa e Braithwaite 1988; Challa et al., 1989). No presente
estudo, o P presente no plasma estava mais elevado do que o normal (9,5 mg/dl) apesar da
reten¢do negativa de P. Assim, é provavel que tal fato tenha favorecido a excre¢do de P na

urina (Fpy).

3.5 CONCLUSOES

O uso de valores instantaneos substituindo as médias para as derivagdes dos
compartimentos melhorou o modelo Vitti, resultando em saidas do modelo mais realistas.
Apesar das diferengas individuais, os valores preditos para os fluxos do P do fitato se
correlacionaram com aqueles observados, servindo como ponto inicial para futuras pesquisas.
Os resultados obtidos do modelo revisado sugerem que os animais estavam deficientes em P e
que tal fato afetou o metabolismo do Ca. O modelo Vitti revisado ¢ apropriado para avaliar o
metabolismo do P e do Ca, e é uma ferramenta 1til para os estudos com P relacionados as

exigéncias nutricionais e ao impacto ambiental.
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4. APLICACAO E COMPARACAO DE DOIS MODELOS PARA ESTUDO DOS EFEITOS

DE FONTES DE CALCIO EM OVINOS

Resumo

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar e comparar dois modelos compartimentais
através do estudo do efeito de diferentes fontes de Ca no metabolismo do Ca e do P. Vinte
ovinos machos receberam uma dieta basal suplementada com diferentes fontes de Ca: calcario
(C), feno de alfafa (FA), farinha de concha de ostra (FCO) e polpa citrica (PC). Apés 21 d,
cada animal recebeu uma tnica dose de 7,4 MBq de Ca radioativo (*Ca) ¢ 7,4 MBq de
fosforo radioativo (**P) via jugular direita. O metabolismo do Ca e do P foi avaliado
comparando-se os modelos Vitti-Dias (VD) e Fernandez-Lopes (FL). A avaliagdo foi feita
através do contraste dos fluxos entre o trato gastrintestinal ¢ o plasma, plasma e 0ssos, e
plasma e tecidos. Nao houve diferenca entre a ingestdo de Ca e P para os tratamentos. Os
fluxos de Ca dos tecidos e ossos para o plasma e vice-versa foram similares para todos os
tratamentos, embora a reten¢do liquida de Ca nos ossos ¢ tecidos tenha sido maior para os
tratamentos C ¢ FCO e menor e também negativa para FA ¢ PC (P < 0,05). Os resultados
referentes a presenca de Ca liquido nos ossos foram similares entre os modelos VD e FL, no
entanto a retencao liquida de Ca nos tecidos foi um pouco maior para o modelo VD apesar de
ambos mostrarem as mesmas tendéncias. A presenca da pectina na PC e do oxalato no FA
pode ter afetado o balanco de Ca nesses tratamentos. A absorcao total de Ca foi maior para C
(P < 0,05) nos dois modelos. A forma quimica do Ca presente nas diferentes fontes de Ca
afetou o metabolismo do Ca, mas ndo o do fosforo. As fontes inorganicas de Ca foram mais
bem utilizadas. Ambos os modelos mostraram maior mobilizagdo de P em relacdo a absorcao

nos 0ssos, sugerindo que os animais estavam retirando P dos ossos. Pode-se inferir que a
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digestibilidade foi prejudicada e consequentemente a mobilizagcdo do P dos ossos ocorreu para
suprir o P destinado para as fun¢des metabolicas do animal. Ambos os modelos VD e FL
mostraram o mesmo padrao para os fluxos de P, assim como para as retengdes liquidas de P

nos 0ssos € nos tecidos.
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Abstract

The aim of this research was to assess and compare two compartmental models by
studying the effect of different Ca sources on Ca and P metabolism. Twenty Brazilian male
sheep received a basal diet supplemented with different sources of Ca: limestone (L), alfalfa
hay (AH), shell meal (OSM) and citrus pulp (CTP). After 21 d, each animal was given, as a
single dose via the right jugular vein, 7,4 MBq of radio-calcium (**Ca) and 7,4 MBq of radio-
phosphorus (**P). Calcium and P metabolism were evaluated by comparing the Vitti-Dias
(VD) and Fernandez-Lopes (FL) models. The evaluation was done by contrasting flows
between gut and plasma, plasma and bone, and plasma and tissue. There were no differences
in Ca and P intakes for the treatments. Ca flows from tissue and bone to plasma and vice versa
were similar for all treatments, though the net bone and net tissue Ca retentions were higher
for treatments L and OSM and lower as well as negative for AH and CTP (P < 0,05). Net
bone Ca results were similar between the VD and FL models, however net tissue Ca retention
was slightly higher for VD model despite showing the same trends. The presence of pectin in
CTP and oxalate in AH could have affected Ca balance in these treatments. Total Ca
absorption was higher for L (P < 0,05) with both models. The chemical form of Ca present in
the different sources affected its metabolism but did not affect P metabolism. The inorganic
sources of Ca were better utilized. Both models showed higher P resorption than P absorption
in bone, suggesting that the animals were mobilizing P. It could be inferred that impaired
digestion induced P mobilization from bone to supply P for metabolic animal function. Both
the VD and FL models showed the same pattern for the P flows, likewise for net bone and

tissue P retentions.
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4.1 INTRODUCAO

O célcio e o fosforo sdo considerados os minerais mais importantes na nutricdo dos
ruminantes devido a sua presenca em grandes quantidades no corpo do animal, principalmente
na forma do sal de hidroxiapatita. Assim, os animais em crescimento precisam ser
suplementados com quantidades adequadas desses minerais para alcangcarem um desempenho
satisfatorio e uma mineralizacdo adequada dos ossos. Diferentes alimentos sdo fornecidos
como fontes de Ca para ruminantes, no entanto, existe pouca informacdo em relagdo a
disponibilidade de Ca presente nessas fontes, prejudicando a precisdo na formulagdo das
ragoes.

As técnicas que utilizam radioisétopos permitem a obtencdo de dados relativos a
excrecdo endogena, assim como dados referentes a distribuicdo do mineral no corpo do
animal. Especialmente para os ruminantes, onde a excre¢do endogena representa grande parte
da excrecdo do P, essa informacgao ¢ crucial para avaliar a absor¢ao verdadeira assim como a
digestibilidade verdadeira. Além disso, os tragadores radioativos permitem que a relagdo entre
o Ca e o P seja estudada nos ossos onde a mobilizacdo do Ca parece ser acompanhada pela
mobilizagdo do P (Braithwaite, 1983). O desenvolvimento de modelos compartimentais
baseados nos dados de balangos e dados relativos aos radioisotopos facilitam a quantificacao
dos fluxos de Ca e P (Schneider et al., 1985).

O modelo Vitti-Dias (Vitti et al., 2000; Dias et al., 2006) foi utilizado para descrever o
metabolismo do P em ruminantes em crescimento, enquanto que o modelo de Fernandez
(1995) foi construido para estudar o metabolismo do Ca e do P em suinos em crescimento. No
entanto, os dois modelos sdo baseados em principios similares. Lopes et al. (2001) adaptou o
modelo de Fernandez para avaliar o fluxo bioldégico de P em suinos alimentados com

diferentes fontes de fosfato adicionando um novo compartimento para representar os tecidos.
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O objetivo desse estudo foi comparar os modelos Vitti-Dias (VD) e Fernandez-Lopes
(FL) através da avaliagao dos efeitos de diferentes fontes de Ca no metabolismo do Ca e do P

em cordeiros.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Procedimento experimental

Animais e dietas

Vinte ovinos machos da raga Santa Inés, com 8 meses de idade, pesando em média 31,6
kg foram alocados em gaiolas metabolicas, destinadas para estudos com isotopos, localizadas
no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), Universidade de Sao Paulo. Os
animais receberam uma dieta basal suplementada com calcario (C), feno de alfafa (FA), polpa
citrica (PC) e farinha de conchas de ostras (FCO) (Tabela 4.1).

Todas as dietas foram compostas de quantidades adequadas de Ca e P de acordo com o
NRC (1985). O alimento foi oferecido duas vezes por dia, as 8:00 e 17:00 hs.

Apos o periodo de adaptacdo de 21 dias, uma dose combinada de 7,4 MBq de *Ca e 7,4
MBq de **P foi injetada na veia jugular direita de cada animal. Amostras de sangue foram
coletadas aos 5 minutos, 1, 2, 4, 6 ¢ 24 horas apds a inje¢ao e depois a cada 24 horas, com a

ultima amostra sendo coletada as 144 h.
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Tabela 4.1 — Ingredientes da dieta e composicao das dietas fornecidas aos ovinos contendo

diferentes fontes de calcio

Ingredientes, g/kg MS Calcario Feno de Polpa citrica Farinha de
alfafa conchas

Calcario 13 _ _ _
Feno de alfafa - 450 - -
Polpa citrica - - 300 -
Farinha de conchas de ostras - - - 12
Milho 400 400 140 395
Bagaco de cana hidrolizado 420 138 394 436
Farelo de soja 150 - 150 140
Uréia 7 5 6 7
Fosfato monoamonio 5 2 5 5
Suplemento mineral ' 5 5 5 5

'Composigdo: Cl, 219 mg/g; Na, 145 mg/g; S, 70 mg/g; Mg, 10 mg/g; Zn, 4,6 mg/g; Mn, 1,1 mg/g; Fe,
0,50 mg/g; Ca, 0,30 mg/g; Cu, 0,30 mg/g; I, 80 mg/kg; Co, 40 mg/kg; Se, 15 mg/kg,

A partir da injecdo, os dados de balangos de Ca e P foram calculados diariamente durante
7 dias. Amostras de urina e fezes foram coletadas as 7:00 hs ¢ a excrecdo total de fezes foi

pesada e moida para andlises posteriores.

Analise das amostras

As amostras dos alimentos e das sobras foram quimicamente caracterizadas (Tabela 4.2)

de acordo com AOAC (1995) e Mertens (2002).
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Tabela 4.2 — Composi¢ao quimica dos ingredientes da dieta (g’kg DM)

Ingredientes MS P Ca FDA FDN PB
Farelo de soja 872 7,3 2,8 12,2 19,1 51,2
Milho 876 2,5 0,3 4,6 47,7 9,0
Feno de alfafa 829 3,9 11,5 29,5 40,9 23,1
Bagaco de cana 735 0,5 0,9 54,4 58,9 2,0
Polpa citrica 917 1,2 15,5 28,9 23,8 7,5
Farinha de conchas 990 0,5 411,0 - - -
Calcario 999 0,1 386,0 - - -
MAP? 982 250 4,5 - - -
Mistura mineral 992 0,5 1,3 - - -

*Fosfato monoamonio.

O P total presente na dieta foi determinado por colorimetria (Sarruge e Haag, 1974) e
o Ca através da espectrometria de absor¢ao atdmica (Zagatto et al., 1979).

As amostras de sangue foram centrifugadas para a separacdo do plasma e o
sobrenadante foi usado para a analise de Ca através da espectrometria de absor¢do atdmica
(Zagatto et al., 1979) e para a analise de P através do método de Fiske e Subbarow (1925). As
amostras de urina (30 ml) foram coletadas todos os dias e dissolvidas em 12 N HCL, secas
(55 °C) e queimadas para obtencdo das cinzas (500°C), e posterior determinagdo do Ca e do P
(Sarruge e Haag, 1974) inorganicos. As amostras de fezes foram secas a 100°C, queimadas a
500°C e as cinzas foram dissolvidas em 5 ml de 2 N HCI e depois o P foi determinado
usando-se o método colorimétrico (Sarruge e Haag, 1974). O Ca total nas fezes foi
determinado pela espectrometria de absor¢do atomica (Zagatto et al., 1979).

A radioatividade foi medida no contador de cintilagdo liquida e a corre¢do para o
quench (Horrocks e Peng, 1971) e o decaimento foram feitos através da técnica de padroes

externos (método da razdo de canais de fontes externas) (Nascimento Filho, 1977). As
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amostras de fezes (1 g) foram secas (105°C) e queimadas (500°C) e logo apds serem
dissolvidas em acido sulfurico concentrado 18 N durante 1 h e as fezes solubilizadas foram
usadas para contagem. As amostras das cinzas dos tecidos foram tratadas inicialmente com 10
ml de H,SO4 (1:1) e depois com 5 ml de HSO4 (1 N) para completar a digesto.

A deteccao da radioatividade nas amostras (1 ml) de plasma, urina, solug¢ao de tecidos
e solugdo de fezes foi feita em 10 ml de solugdo cintiladora usando-se um espectrometro de

cintilagdo liquida (Beckman modelo Is 5000 TA).

Modelo Vitti-Dias

O modelo Vitti ¢ mostrado na Figura 3.1 para Ca. Este contém 4 compartimentos: 1)
trato gastrointestinal, 2) plasma, 3) ossos, ¢ 4) tecidos moles, onde os fluxos entre os
compartimentos e para dentro e fora do sistema sdo representados pelas flechas. O Ca
marcado foi administrado intravenosamente como dose unica de tamanho D no tempo zero, e
o tamanho e atividades especificas (AE) dos compartimentos dos 0ssos e tecidos moles foram
medidos apds 7 d. O esquema assume que ndo ha re-entrada de Ca marcado através de fontes
externas. Um esquema idéntico ¢ assumido para o P.

Apds 7 dias, o compartimento 1 (trato digestivo) foi assumido como em completo
equilibrio (equilibrio isotdpico e ndo-isotdpico) e o compartimento 2 (plasma) em equilibrio
ndo-isotopico (Dias et al., 2006; Vitti et al., 2000; ver Tabela 4.3 e Figura 4.1 para as

principais notagcdes matematicas).
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Tabela 4.3 — Principais simbolos usados no modelo

Fy Fluxo total de P (Ca) para o Compartimento i de j; Fj indica um fluxo
externo no compartimento I e Fo; um fluxo do compartimento j para fora
do sistema; pardmetro em negrito indica um fluxo que pode ser medido

experimentalmente: g/d.

D Dose de **P (**Ca) administrado no sangue no tempo zero: dpm
O; Quantidade de P no compartimento i: g
qi Quantidade de **P ¢ (**Ca) no compartimento i: dpm
R; Taxa de troca da atividade especifica do compartimento i: dpm/d
Si Atividade especifica do compartimento i (= ¢;/Q;): dpm/g
t Tempo: d
4
Soft Tissue
gn
A
Fy N M
1 FVZI 2 F'32
Gut Plasma Bone
F 23
£,

T

For Fy,

Figura 4.1 — Representagdo esquematica do modelo Vitti-Dias usada para o metabolismo do Ca em cordeiros
(Vitti et al., 2000). F; representa o fluxo total de Ca para o compartimento i vindo do compartimento j, Fio
representa a ingestdo de Ca, Fy; excrecdo de Ca nas fezes, F\y, excre¢do de Ca na urina.

A solugao algébrica para o modelo resulta:

Fiy =s51F1/ (s2—51) (1)
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Fr1=Fy+ Fia—Fn (2)

F3 = 53R005/ [52 (52— 53)] 3)

Fap = $4R4Q4/ [52 (52— 54)] 4)

| Fo3 + Fos| = Foa + Fio + Fo + Fap— Foy ®)
Fos = (s*-53) X |Fa3 + Fas| / (54— 5%) (6)
Fo3 = |Fo3 + Foa| - Fos (7

onde o negrito indica os fluxos determinados experimentalmente, ¢ a atividade especifica do

compartimento formado pela combinagdo dos compartimentos 3 e 4 sera:

S* — S3Q3 + S4Q4 (8)
O, +0,

e a taxa de troca da atividade especifica do compartimento 2 sera:

ds
R =—2 9
2 =4, )
Os valores de s, e R, para os 7 dias foram obtidos ap6s o ajuste na equacao:
s,(t)=ae™ (10)

da curva de decaimento da atividade especifica do plasma, onde t (d) ¢ o tempo desde a
administracdo da dose, e a (dpm/ g) e b (/d) sdo parametros. A taxa instantdnea de troca

resultante quando se diferencia a equacdo em relacdo ao tempo ¢ igual a:

dSZ(t) — _abe—bt

py (11)

a qual permite o calculo de R, para o sétimo dia.

Modelo Fernandez-Lopes

Fernandez (1995b) construiu um modelo para estudar o metabolismo do Ca e do P em
suinos em crescimento no qual o 0sso € o Unico compartimento considerado na mobilizagao
desses minerais. Lopes et al. (2001), em estudo do metabolismo do P em suinos alimentados

com diferentes fontes de fosfato, adaptou o modelo de Fernandez através da adicdo dos
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tecidos moles como novo compartimento. Assim, esse modelo tem os mesmos 4
compartimentos presentes no modelo VD, os quais sdo: 1) trato gastrointestinal, 2) plasma, 3)

0ss0s, ¢ 4) tecidos moles. Os fluxos considerados no modelo FL sdo mostrados e definidos na

Figura 4.2.
Vi V.
. | Vo.
i < A/
: <4 = —_— 44— —; _I
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{ - " \\ \VeT- ° V0+R1 N
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Figura 4.2 — Representagio esquematica do modelo Fernandez-Lopes usada aqui para o metabolismo do Ca
em cordeiros (Lopes et al., 2001). Ca ingerido (VI); Ca total nas fezes (VF); Ca enddgeno fecal (Vf); Ca nas
fezes de origem dietética (VFD); Ca na urina (Vu); Ca absorvido de origem alimentar (Vaa); Ca de origem
endogena que chega ao trato gastrintestinal (VIT); Ca enddgeno reabsorvido no TGI (V,); Ca total absorvido
(Va); Ca incorporado no osso (V,.); Ca reabsorvido do osso (V,.); Ca do osso reciclado para o osso ¢ tecidos
moles (V:r2); Ca reabsorvido do osso que retorna ao TGI (V,,.); Ca do V,r incorporado no osso (Vo.p); Ca
incorporado nos tecidos moles (Vi.); Ca reabsorvido dos tecidos moles (V,.); Ca dos tecidos moles reciclado
para osso e tecidos moles (Vq:r1); Ca total reciclado para o osso e tecidos moles (Vo.r); Ca reabsorvido dos
tecidos moles que retorna ao TGI (V); Ca do V,r incorporado nos tecidos moles (Vo.1); Ca do V,r que retorna
para o TGI (Vp1); Ca do V,r distribuido para o osso e tecidos moles (Vep,); Ca do V. reincorporado nos
tecidos moles (Vto,); Ca do Vg reincorporado no 0sso (Vroy).
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Para comparagdo entre os modelos VD e FL foram avaliadas as trocas bidirecionais

entre o plasma e os demais compartimentos, representadas pelas variaveis Vor, Vit, Vor, Voo,
Vier € Vie-.

Os fluxos foram computados (Vr, Vy, Vi e V, medidos experimentalmente) usando as

seguintes equacdes:

Vaa=Vi—= (Ve = V%) (12)
Vir =V 1- (Vad/ V) (13)
Var = Vaa + Vit = Vi (14)
Ba=Vi— Vi—V, (15)

Vo+ = atividade acumulada nos ossos/ atividade especifica no plasma
Vo-=Vo: -Ba (16)
Vier = atividade acumulada nos tecidos/ atividade especifica no plasma

Vie-= Vier - Ba (17)

4.2.2. Analise estatistica
A andlise estatistica dos fluxos foi feita usando o procedimento GLM do SAS (SAS,
1999) e o procedimento LSMEANS foi usado para calcular as médias e os erros padrdes. As

analises de regressao foram feitas usando-se o procedimento PROC REG.

4.3. RESULTADOS

Célcio
Os dados de Ca ingerido, excretado nas fezes e urina, atividades especificas e valores
de Ca presentes nos 0ssos, plasma e tecidos estdo apresentados na Tabela 4.4.

O coeficiente de absor¢ao verdadeiro (CAV) foi determinado utilizando-se a férmula:
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CAYV = (Ca ingerido — Ca da dieta nas fezes)/ Ca ingerido (18)
Os resultados obtidos foram 0,68; 0,14; 0,16 ¢ 0,22 respectivamente, para C, FA, PC e

FCO (P < 0,05).

Tabela 4.4 — Fluxos de Ca, atividades especificas (AE) e outras entradas usadas no modelo

Vitti-Dias e Fernandez-Lopes (médias dos tratamentos)

Tratamentos
Simbolo C FA PC FCO EPM
Fluxos (g Ca/d)
Ingestio Fio, Vi 4,17 6,09 5,44 5,34 0,82
Fezes: total Foi, Ve 2870 624> 626" 5,03 0,69
Fezes: dieta E, Vep 134 523" 455" 414> 051

Fezes: endogeno  F,\, Vy 1,53 1,01 1,71 1,26 0,39

Urina Fo, Va 0,05 0,03 0,12 0,08 0,045
AE (cpm/g Ca)

Fezes S 0,0019°  0,0005* 0,0008* 0,0008* 0,0003

Plasma 52 0,0031 0,0035 0,0030 0,0036 0,0006

Ossos 53 47,89 38,16 37,13 49,30 7,11

Tecidos moles S4 44,10 70,00 110,30 188,70 74,58

Outras entradas (g Ca)

Plasma () 0,120 0,146 0,156 0,130 0,022
Ossos 0O; 223,74 304,50 252,76 238,92 43,06
Tecidos moles (on 1,85 3,79 3,16 1,97 0,75

Dentro das linhas, médias com diferentes sobrescritos diferem entre si (P < 0,05)



58

Os fluxos de Ca entre o plasma e o trato gastrointestinal, ossos e tecidos calculados

usando-se os modelos VD e FL sdo representados na Tabela 4.5. A retencao total de Ca (Ca
ret) foi determinada usando-se a formula:

Ca ret = Ca ingerido — (Ca fezes + Ca urina) (19)

Os resultados obtidos foram 1,24; -0,18; -0,94 ¢ 0,23 g/d para C, FA, PC e FCO,

respectivamente (P < 0,05).
Tabela 4.5 - Fluxos de Ca calculados dos modelos Vitti-Dias e Fernandez-Lopes para as

diferentes fontes de Ca

Tratamentos
Simbolo C FA PC FCO EPM
Saidas do modelo Vitti-Dias (g Ca/d)
TGI para plasma Fi 6,73 1,06 126 1,85 1,35
Plasma para TGI Fi 543° 121 2,08 1,54 1,15
Plasma para 0sso Fs 55,18 70,94 63,36 47,29 12,49
Osso para plasma Fs 53,95 71,10 64,29 47,05 12,25
Plasma para tecido Fa 0,45 0,93 0,81 0,39 0,25
Tecido para plasma Fau 0,45 0,95 0,83 0,39 0,26
Retencdo nos 0ssos  Fso—Fs 1,23* -0,18°  -0,93° 024" 037
Retencdo nos tecidos — Fy—Fq 0* -0,02°  -0,02° 0° 0,004
Saidas do modelo Fernandez-Lopes (g Ca/d)
TGI para plasma Var 6,73° 1,06° 126° 1,85 1,35
Plasma para TGI Vir 543° 121 2,08 1,54 1,15
Plasma para 0sso Vot 25,40 34,57 28,70 23,18 5,58
Osso para plasma V,. 24,17 34,75 29,63 22,95 5,40
Plasma para tecido Vier 0,26 0,79 0,25 0,28 0,19
Tecido para plasma Ve 0,25 0,80 0,26 0,27 0,20
Retengdo nos 0ssos VoV, 1,23 -0,17°  -0,93° 023" 038
Retencdo nos tecidos  Vyeo—Vye.  0,01° -0,006° -0,013° 0,003  0,0060

Dentro das linhas, médias com diferentes sobrescritos diferem entre si (P < 0,05)
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Fosforo
Os resultados referentes ao P ingerido e excretado nas fezes e urina sdo mostrados na
Tabela 4.6, assim como as atividades especificas, P presente no plasma, ossos e tecidos. Os
vaores de CAV obtidos foram 0,31; 0,44; 0,37 e 0,39 para C, FA, PC e FCO respectivamente

(P> 0,05).

Tabela 4.6 — Fluxos de P, atividades especificas (AE) e outras entradas usadas no

modelo Vitti-Dias e Fernandez-Lopes (médias dos tratamentos)

Tratamentos
Simbolo C FA PC FCO EPM

Fluxos (g P/d)

Ingestao Fo, Vi 2,50 3,73 3,33 3,19 0,50

Fezes: total Foi, Vi 3,57 5,23 5,35 3,74 1,10

Fezes: dieta E", Vip 1,57 2,26 1,85 2,18 0,50

Feze: endogeno  F\”, Vy 2,00 2,96 3,50 1,56 0,81

Urina Fo, V, 0,18 0,02 0,04* 023" 0,05
AE (cpm/g P)

Fezes S 0,009 0,007 0,008 0,004 0,0011

Plasma 52 0,0150 0,0130 0,0133 0,0116 0,0018

Ossos 53 17,22 23,70 28,74 20,50 7,08

Tecidos moles S4 52,45 48,49 63,37 79,11 17,24
Outras entradas (g P)

Plasma ) 0,116 0,143 0,110 0,123 0,016

Ossos 03 123,17 145,64 132,96 116,39 19,55

Tecidos moles Os 15,83 19,92 16,33 12,14 2,37

Dentro das linhas, as médias com diferente sobrescritos diferem (P < 0,05)
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Os fluxos entre os compartimentos do modelo VD e FL sdo mostrados na Tabela 4.7.
Tabela 4.7 - Fluxos de P calculados dos modelos Vitti-Dias e Fernandez-Lopes para

diferentes fontes de Ca

Tratamentos
Simbolo C FA PC FCO SEM
Saidas do modelo Vitti-Dias (g P/d)
TGI para plasma Fy 2,21 3,80 4,35 1,96 1,27
Plasma para TGI Fi 3,28 5,29 6,37 2,51 1,54
Plasma para osso F3 12,93 26,29 23,44 24,56 4,85
Osso para plasma Fy 14,10 27,10 24,90 24,98 5,03
Plasma para tecido Fyp 2,22 3,60 2,87 2,59 0,57
Tecido para plasma Foy 2,67 4,31 3,47 2,97 0,66
Retencao nos 0ssos F5—-F»3 -0,81 -0,81 -1,46 -0,42 0,78

Retengdo nos tecidos Fir—Foy -0,45 -0,71 -0,60 -0,36 0,15

Saidas do modelo Fernandez-Lopes (g P/d)

TGI para plasma Var 2,21 3,80 4,35 1,96 1,27
Plasma para TGI Vir 3,28 5,29 6,37 2,51 1,54
Plasma para osso Vot 10,66 29,38 22,86 10,07 8,80
Osso para plasma V,. 11,83 30,86 24,84 10,79 9,32
Plasma para tecido Vier 0,73 0,73 0,65 0,56 0,21
Tecido para plasma Vre. 0,81 0,76 0,71 0,61 0,24
Retencao nos 0ssos Voi=V,. -1,17 -1,48 -1,98 -0,72 1,06

Retencao nos tecidos Viev—Vre.  -0,08  -0,03 -0,06 -0,05 0,03

Dentro das linhas, as médias com diferente sobrescritos diferem (P < 0,05)

Os resultados obtidos para a retenc¢ao de P (P ret) foram: -1,25; -1,51; -2,07 ¢ -0,77 g/d

para C, FA, PC e FCO respectivamente (P> 0,05).
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4.4 - DISCUSSAO

Calcio

Nao houve diferengas (P > 0,05) para a ingestdo de Ca (F}9) no modelo VD, V; no
modelo FL e para o Ca excretado na urina (Fy,, Vy). O consumo de Ca foi adequado para os
animais em todos os tratamentos segundo o NRC (1985).

Embora o consumo de Ca tenha sido o mesmo para todos os tratamentos, a excre¢ao
de Ca da dieta nas fezes foi menor para o tratamento calcario (C), correspondendo a 32% do
Ca ingerido. Para as outras fontes de Ca, o valor médio foi igual a 82%. Os valores elevados
de Ca excretado nas fezes sugerem que essas fontes tém baixa disponibilidade, acarretando na
passagem de grandes quantidades ndo absorvidas através do trato gastrintestinal (TGI). Além
da excrecao de menores quantidades de Ca nas fezes, notou-se que a atividade especifica nas
fezes, 51, apresentou o maior valor (P < 0,05) para os animais do tratamento C, refletindo a
menor concentragdo do Ca da dieta nas fezes.

A digestibilidade verdadeira foi maior para o tratamento C, enquanto que FCO
apresentou menor valor que C, embora maior do que o FA ¢ PC (P < 0,05). Avaliando-se
esses dados pode-se afirmar que os tratamentos com fontes organicas de Ca (FA e PC)
apresentaram os menores niveis de absor¢@o. De acordo com McDowell (1982), diferengas na
forma quimica, fonte ou interacdes entre os nutrientes afetam a absor¢do de minerais e, além
disso, sabe-se que a forma organica ¢ menos disponivel.

Em relacdo ao tratamento PC, um dos fatores que pode ter afetado a absor¢ao de Ca
foi a presenca de pectina, que representa 10% na polpa citrica (MS) (Giraldo, 1999). A
pectina se liga a cations prejudicando a absor¢ao de minerais como o Ca, Mg, Cu e Zn. O
balango negativo observado para o FA, provavelmente ocorreu devido a presenga do oxalato.

O oxalato, que ¢ um componente presente nas fontes organicas de Ca, diminui a



62
disponibilidade do Ca. No feno de alfafa, 20 a 30 % do Ca estdo presentes na forma de
oxalato de Ca e, aparentemente estdo indisponiveis para o animal (Ward et al., 1979). A
baixa disponibilidade do Ca na alfafa estd de acordo com Martz et al. (1990) que também
observaram baixa disponibilidade (25,6%) para esse volumoso, embora maior do que no
presente estudo (14%). Esses autores também relataram que o Ca enddgeno excretado nas
fezes representou 16% do Ca ingerido, sendo esse valor muito proximo ao observado nesse
estudo (16,6%). A diferenca na disponibilidade desses dois trabalhos sugere que
possivelmente outro fator além da forma quimica pode ter prejudicado a absor¢do de Ca.

A baixa disponibilidade do Ca levou a baixa retencdo de Ca (43, -7, -31 e 7 mg/kg
PV/d ou 1,24; -0,18; -0,94 ¢ 0,23 g/d para C, FA, PC e FCO, respectivamente), sendo esses
valores menores do que o valor 71 mg/kg PV/d encontrado por Braithwaite (1975) como
sendo a taxa maxima de retengdo para animais jovens, indicando que, exceto para o
tratamento C, os animais do presente estudo estavam deficientes em Ca.

O fluxo do trato gastrintestinal para o plasma (F,;, Var), que representa a absorcao de
Ca, foi maior para C (P < 0,05) e similar para os tratamentos FA, PC e FCO, enquanto que o
fluxo oposto (F2, Vir), o qual representa o Ca enddgeno reciclado, apresentou o maior valor
para C e o menor para o FA (P < 0,05). O fluxo F), foi maior do que F»; para FA e PC,
sugerindo que o Ca reciclavel foi maior do que o Ca absorvido para esses tratamentos. Esses
resultados indicam que os animais dos tratamentos FA e PC reciclaram maiores quantidades
de Ca endégeno, embora o Ca enddgeno total excretado nas fezes (FO1, Vf) tenha sido
similar para todos os tratamentos. Esses resultados sdo explicados pelo fato de que o feno de
alfafa e a polpa citrica sdo alimentos que estimulam a secre¢do salivar (Scott et al., 1984;
Welch e Smith, 1971). O valor médio do Fo, para o Ca (44,5 mg/ kg PV por dia) foi um
pouco maior do que os valores do NRC, os quais variam entre 11,6 e 43,2 mg/ kg PV, mas

estava dentro da variagdo 35 e 50 mg/kg PV por dia, relatada por Chrisp et al. (1989).
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Os fluxos entre o plasma e 0s 0ssos (F3; € Fa3, Vor € Vi) € entre o plasma e os tecidos
(Fa2 € Fa4, Vier € Vie.) calculados para o modelo VD foram similares para todos os tratamentos
(Tabela 4.4). No entanto, a reten¢do liquida de Ca nos ossos foi maior para o tratamento C,
seguido pelo FCO, mas negativo para o FA e PC (P > 0,05). Braithwaite (1975) relatou que a
taxa de reabsor¢do do Ca dos ossos foi maior do que a absor¢do nos ossos em cordeiros
alimentados com dietas deficientes em Ca. No modelo VD, a retencgao liquida de Ca nos 0ssos
foi fortemente relacionada com o Ca total retido (Ca ret), como mostra a equacao:

Retengdo liquida de Ca nos ossos = 0,98 Ca ret + 0,0009 (n = 12, R? = 0,99)
(20)

Uma relagdo similar também foi observada usando-se o modelo FL. Essa relagdo enfatiza que,
como os animais eram jovens, o Ca foi principalmente destinado para os 0ssos.

A retengdo liquida de Ca nos tecidos foi maior para os tratamentos C e FCO do que
para os tratamentos FA e PC (P < 0,05). A reten¢do liquida de Ca nos tecidos foi
correlacionada com o Ca total retido para o modelo VD (R* = 0,50), mas essa correlagio foi
mais evidente para o modelo FL, como mostra a equagao:

Retengdo liquida de Ca nos tecidos = 0,016 Ca ret — 0,0019 (n = 12, R? = 0,88)
21)

A relagdo mais evidente entre a reten¢do de Ca nos tecidos e a retengdo de Ca total
pode ser uma consequéncia do modelo original de Fernandez (1995¢) que foi construido para
estudar o metabolismo do Ca.

E interessante notar que apesar da baixa disponibilidade, o Ca do tratamento FCO foi
mais bem utilizado do que o Ca do FA e PC, provavelmente devido a forma do Ca (Takasugi
et al., 2005).

A retencdo negativa do Ca nos 0ssos e nos tecidos para o FA e PC apoia a afirmacao

que os animais estavam deficientes em Ca e por isso o Ca foi mobilizado dos ossos e tecidos



64
para manter os niveis de Ca no plasma, garantindo as fungdes normais do animal. Apesar da
reten¢do liquida de Ca nos ossos e tecidos ter sido maior para o FCO do que para o FA e PC,
¢ provavel que o Ca desse tratamento ndo tenha sido suficiente para atender as exigéncias do
mesmo. Isso porque a retengdo liquida nos ossos assim como a retencao total desse mineral
apresentou valores considerados muito baixos. Por outro lado, os animais do C absorveram
quantidades adequadas de Ca para atender as necessidades do organismo.

Em relagdo aos fluxos entre os 0ssos e o plasma, os valores obtidos para o modelo VD
foram maiores do que os valores obtidos para o modelo FL (P < 0,05), no entanto, as médias
da retencdo liquida de Ca nos ossos foram similares para os dois modelos (P > 0,05). Em
relacdo aos tecidos, os valores dos fluxos de Ca entre os tecidos e o plasma foram similares
para os dois modelos (P > 0,05).

Os fluxos F3,, Fh3, Fap € Foa foram correlacionados no modelo VD. No entanto, para o
modelo FL, a correlagdo somente foi observada entre Vo e V. ¢ entre Vier € Vie.. As diferencas
observadas nos fluxos entre os dois modelos sdo provavelmente devido as diferengas na
constru¢do dos modelos (Shulin-Zeuthen et al. 2005). Enquanto o modelo VD usa os fluxos
dos tecidos para o plasma para calcular os fluxos entre o plasma e os ossos, o modelo FL usa

a retencao liquida dos dados de balango.

Fosforo

O fosforo excretado na urina foi maior para os tratamentos C e FCO do que para os
tratamentos FA e PC. Provavelmente o P excretado na urina foi diferente entre os tratamentos
devido as diferencas no tipo do alimento. Sabe-se que alimentos que estimulam a salivagao
devido a presenca de fibra ou ao tamanho da mesma alteram a rota de excrecao de P (Tomas,
1974; Scott e Buchan, 1985, 1987 e 1988). Por isso, quando existe um excesso de P ¢ a

salivacdo ¢ estimulada, o P ¢ excretado através da saliva e quando ndo existe estimulo para a
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salivagdo, o P ¢ excretado na urina para compensar a falta de outras rotas de excrecao. O feno
de alfafa e a polpa citrica estimulam a salivagdo, e por isso alteram a rota de excre¢do de P,
enquanto que para os tratamentos C e FCO parte do P que ndo foi absorvido foi excretado na
urina. Scott ¢ Buchan (1985, 1988) também observaram que o tipo e a forma da dieta
alteraram a rota de excre¢ao de P entre a urina e a saliva. Embora ndo tenha sido observada
diferenca significativa na excrecio de P enddgeno (Fy,®, 77, os valores para F;'® e Fi, (Vir)
dos animais dos tratamentos FA e PC foram maiores, reafirmando a sugestdo de que esses
tratamentos estimulam a salivacdo, pois F; representa o P reciclado. O P endogeno nas fezes
(média = 79,3 mg/kg PV) foi consideravelmente maior do que o valor estabelecido pelo NRC
(20 mg/kg PV). Braithwaite (1983) observou uma relagdo negativa entre a excre¢do de P
enddgeno e a exigéncia liquida de P, no entanto essa relacdo ndo foi observada no presente
estudo, o qual sugere que o P endogeno foi excretado pela mesma razdo pela qual o P foi
excretado na urina. Braithwaite (1975) observou que a excrecdo de P na urina estava
relacionada com a reteng¢do de Ca, sendo maior quando a dieta deficiente em Ca foi fornecida.
A baixa disponibilidade do Ca no presente estudo pode ter influenciado a excre¢do de P na
urina embora os dados ndo mostrem isto claramente.

Os coeficientes de disponibilidade verdadeira foram considerados baixos, pois, a
digestibilidade do P ¢ geralmente considerada ao redor de 0,64 para forragem e 0,70 para
concentrados oferecidos para ruminantes (Ekelud et al., 2003; NRC, 1985), por isso sugere-se
que algumas caracteristicas da dieta podem ter prejudicado a digestao do P.

Comparando os fluxos entre os 0ssos ¢ o plasma do modelo VD com aqueles do
modelo FL, foi observada similaridade entre eles. No entanto, para os fluxos entre os tecidos e
o plasma, foram observados valores maiores para o modelo VD (P < 0,05), embora os
balancos liquidos de P nos ossos e tecidos do modelo VD estivessem de acordo com o modelo

FL, sendo negativo para ambos e enfatizando assim que os animais de todos os tratamentos
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estavam deficientes em P. E bem provavel que a mobilizacdo de P dos ossos e tecidos tenha
sido uma resposta a baixa disponibilidade do P; no entanto, também ¢é possivel que a
mobilizagdo do P tenha ocorrido devido a baixa absor¢do do Ca. A mesma hipotese foi
apresentada por Braithwaite (1983), que observou mobilizagdo de P dos ossos e tecidos moles
nos animais que receberam dietas restritas em Ca e P. No entanto, ndo € possivel chegar a essa
conclusdo devido a falta de correlagdo entre os fluxos de Ca e P. O fato de que o P foi
destinado aos ossos ¢ confirmado pela relagdo observada entre a retencao liquida de P nos
0ss0s ¢ a retencao total de P para ambos os modelos.

Modelo VD: retengéo liquida de P nos ossos = 0,86 P ret + 0,34 (n = 12, R* = 0,98)  (22)

Modelo FL: retencdo liquida de P nos ossos = 0,97 P ret + 0,02 (n =12, R*= 0,99) (23)

A retengdo liquida de P nos tecidos apresentou maior correlagdo com o P total retido

para o modelo VD (R* = 0,63) do que para o modelo FL (R* = 0,40). Tal fato pode ter

ocorrido porque o modelo VD foi construido para estudar o metabolismo do P, o qual difere

do Ca em relagdo aos tecidos, pois, o P estd presente em maiores quantidades nos tecidos do
que o Ca.

A correlag@o observada entre os fluxos Fi, Fo3, Fap € Fo4 para o Ca no modelo VD e

FL também foi observada para o P.

4.5 CONCLUSOES

Os modelos Vitti-Dias e Fernandez-Lopes podem ser usados para o estudo do
metabolismo do Ca ¢ do P em ovinos. Com relagdo ao presente estudo, os resultados de
ambos os modelos levam a conclusao de que as fontes inorganicas de Ca s3o melhor
utilizadas pelos ovinos do que as fontes organicas. Além disso, avaliando os fluxos dos dois

modelos pode-se afirmar que exceto para o tratamento Calcario, as dietas ndo forneceram
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quantidades adequadas de Ca enquanto que para o P todos os tratamentos foram inadequados
quanto ao fornecimento desse mineral. Por isso, exceto para o tratamento Calcario, os

resultados mostram que os animais estavam deficientes em Ca e P.
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5. CINETICA DO P EM CORDEIROS ALIMENTADOS COM DIFERENTES NiVEIS DE P

Resumo

O objetivo desse trabalho foi estudar o metabolismo do P em ovinos em crescimento
suplementados com diferentes niveis de fosfato bicalcico usando um modelo matematico.
Doze ovinos machos castrados da raca Santa Inés, pesando 22,6 + 2,21 kg, receberam uma
dieta basal suplementada com fosfato bicalcico que forneceu 0; 1,5; 3,0; 4,5 g de P/animal/d,
tratamentos T1 a T4, respectivamente. Apds 3 semanas de adaptacdo, 7,4 MBq de **P foram
injetados na veia jugular de cada animal. Amostras de sangue, fezes e urina foram coletadas
todos os dias durante um periodo de 7 dias e apos esse periodo os animais foram sacrificados.
Amostras do figado, rins, coragdo, musculo e ossos foram coletadas para determinagdo das
atividades especificas e do P inorganico. Os fluxos entre o trato gastrintestinal e plasma foram
similares para cada tratamento exceto para T1, que apresentou o menor valor para ambos os
fluxos (P < 0,05). A quantidade de P mobilizada do sangue para os tecidos (F4;) foi diferente
entre os tratamentos, no entanto a retencao liquida de P nos tecidos foi similar. O P total
retido foi maior para o tratamento T4 e menor e negativo para os tratamentos T1 ¢ T2. O P
mobilizado do sangue para os 0ssos (F3;) foi diferente entre tratamentos e contribuiu para as
diferentes retencdes liquidas de P nos ossos. O maior valor de F3, foi alcangado pelos animais
do tratamento T4, enquanto que os menores valores foram observados para os animais do
tratamento T1. Embora os animais do tratamento T4 tenham atingido o maior valor de Fi;, é
importante notar que os animais desse tratamento foram os que excretaram maiores niveis P
nas fezes. Considerando as questdes de poluicdo ambiental relativas ao P, € importante estar
consciente de que o tratamento que resultou no maior valor de retencao liquida de P nos

0ss0s € no maior valor de Fy, também proporcionou o maior valor de excre¢ao de P nas fezes.
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Por isso, os resultados deste trabalho sugerem que T3 forneceu o melhor nivel de P para essa
categoria de animal, pois o P absorvido nos ossos e tecidos indicou que a absor¢do de P foi
adequada para atender as exigéncias de P, calculada como sendo igual a 3,18 g/d nesse

trabalho.

Palavras chave: metabolismo, modelo, fosforo, cinética, ovinos
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Abstract

The aim of this work was to study P metabolism in growing sheep supplemented with
different levels of dicalcium phosphate using a mathematical model. Twelve male non-
castrated Santa Inés sheep, weighing 22,6 + 2,21 kg, received a basal diet supplemented with
dicalcium phosphate to provide 0; 1,5; 3,0; 4,5 g of P/animal/d, treatments T1 to T4,
repectively. After 3 weeks adaptation, 7,4 MBq of **P was injected into the jugular vein of
each animal. Samples of blood, feces and urine were collected every day during a 7 d period
and thereafter the animals were sacrificed. Samples from liver, kidney, heart, muscle and bone
were collected for specific activity and inorganic P determinations. The flows between gut
and plasma were similar for each treatment except for T1, which showed the lowest values for
both flows (P < 0,05). The amount of P mobilized from plasma to tissue (F4,) was different
among treatments, however net tissue retention was similar for all treatments. Total P retained
was highest for T4 and lowest as well as negative for T1 and T2. Phosphorus mobilized from
plasma to bone (F3;) was different among treatments and contributed to the different net bone
retentions. The highest value of F3, was reached by animals on T4, whilst the lowest values
were found for animals on T1. Despite having the highest value of F3,, it is important to note
that animals on T4 excreted the most P in feces. Considering concerns about environmental P
pollution, it is important to be aware that the treatment which provided the highest value for
net bone P retention and for F; also led to the highest value of P excreted in feces. Therefore,
this work suggests that T3 provided the best P level for this category of animal since P
accreted to bone and tissue indicated that P absorption was adequate to attend P requirements,

calculated as being 3,18 g/d in this work.

Key words: metabolism, model, phosphorus, kinectic, sheep
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5.1 -INTRODUCAO

O P, além de sua importancia na nutricdo animal, pode causar problemas ambientais
(Knowlton e Herbein, 2002), especialmente em locais de alta densidade de animais, como na
Unido Européia e EUA. Isto ocorre, pois o P excretado, quando acumulado no solo, pode
resultar na sua lixiviagdo, causando eutrofizacdo de corpos d'dgua (Terence, 2001). Além
disso, o P representa mais da metade do custo das misturas minerais fornecidas para o gado de
leite, enfatizando a importincia do seu fornecimento adequado, tanto em termos de
quantidade, quanto de qualidade (Wu et al., 2000).

Diminuir a ingestao de P para, conseqiientemente, diminuir a excrecao de P nas fezes,
¢ uma das maneiras consideradas para reduzir a poluicdo ambiental (Valk e Beynen, 2003).
No entanto, essa alternativa deve ser executada com cuidado, pois a deficiéncia de P pode
prejudicar a desempenho e a satide do animal. Ruminantes alimentados com dietas pobres em
P diminuem a ingestdo de alimento ¢ com isso diminuem o ganho de peso vivo (Ternouth e
Sevilla, 1984). A quantidade ideal de P necessaria para satisfazer as fungdes do animal e dos
microorganismos ¢ gerar o melhor desempenho deve ser suplementada sem prejudicar o
ambiente. Assim, ¢ crucial entender como o P ¢é utilizado pelos ruminantes, encontrando o
equilibrio entre a necessidade de melhorar o desempenho animal e a necessidade de diminuir
a excregdo de P.

O modelo matematico revisado por Dias et al. (2006) proporciona uma Vvisiao
compreensiva da distribui¢do do P direcionada para atender as exigéncias desse mineral. Esse
modelo descreve a cinética do P entre osso, trato gastrintestinal, plasma e tecidos como
mecanismos do metabolismo do P. O P ésseo pode ser mobilizado até 30% durante o inicio da
lactacdo, fornecendo P necessario para a producdo de leite (Ternouth, 1990). Em animais em

crescimento, o P ¢ mobilizado das reservas corporeas para ser destinado a formacao oOssea,
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embora a reabsor¢do ocorra simultaneamente (Wu et al., 2001). As quantidades de P que os
animais mobilizam e reabsorvem n3o sdo bem estabelecidas, embora se saiba que em
condi¢des de deficiéncia essas quantidades podem ser elevadas (Wu et al., 2000).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a cinética do P em cordeiros e determinar a

exigéncia desse mineral para os animais.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1. Periodo experimental

Animais e dietas

O experimento foi conduzido usando protocolo aprovado pela Comissio de Etica em
Experimentacdo com Animais do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA). Doze
ovinos machos, da raga Santa Inés, com peso vivo inicial de 22,6 + 2,21 kg, 5 meses de idade,
foram inicialmente colocados em baias no CENA, Universidade de Sdo Paulo, onde eles
receberam as dietas experimentais durante duas semanas. Apos esse periodo, os animais
foram colocados em gaiolas de metabolismo elaboradas para estudos com isétopos onde
amostras representativas das fezes e urina foram coletadas (10%) durante 3 dias para analise
do P. Seguindo esse periodo de coletas, uma dose de 7,4 MBq de **P em 0,5 ml de solucio
salina estéril (9 g NaCl/ L) foi injetada na veia jugular. Amostras de sangue foram retiradas da
veia jugular aos 5 min, 1,2, 4 ¢ 6 h apds injecao e depois a cada 24 h, sendo a tltima amostra
coletada as 144 h apos a inje¢do. Apos o ultimo dia de coleta, os animais foram sacrificados e
amostras de tecidos moles foram coletadas dos rins, figado, coragdo e musculos para
determinacio do P e contagem do **P. O mesmo procedimento foi seguido para os ossos que

foram coletados da costela.
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A dieta basica foi composta de volumoso (600 g/d feno de coast cross), concentrado

(200 g/d farelo de mandioca e 15 g/d de uréia) e 10 g/d de mistura mineral (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Dietas fornecidas aos cordeiros contendo diferentes niveis de P

Niveis de P
Ingredientes

0 1,5 3 4,5
Feno (g)* 600 600 600 600
Farelo de mandioca (g) 200 200 200 200
Uréia (g) 15 15 15 15
Mistura mineral (g)b 10 10 10 10
Fostfato bicalcico (g) 0 8,3 16,6 25

*Feno coast cross;
®Mistura mineral: 0,009 KI; 0,0008 CoSO,; 0,03 CuSO,; 1,61 MgO; 3,0 NaCl; 0,32 ZnSOy;
0,148 MnSoy; 0,457 FeSOy; 4,0 S g/d.

Os tratamentos consistiram da dieta basica suplementada com diferentes quantidades de
fosfato bicalcico (0; 8,3; 16,6 € 25 g) que forneceu 0; 1,5; 3,0; 4,5 g P/animal/d, representando
os tratamentos T1, T2, T3 e T4 respectivamente. As dietas foram fornecidas duas vezes ao dia

apos a coleta das amostras.

Analise das amostras

As amostras dos alimentos e das sobras foram analisadas para determinacao de matéria
seca (MS), PB, P, FDN e FDA. A proteina bruta foi determinada pelo método Kjeldahl, FDN
seguindo as recomendagdes da AOAC (1995) (Association of Official Analytical Chemists) e

FDA de acordo com Mertens (2002), sem usar amilase ou sulfito de sédio (Tabela 5.2).



74

Tabela 5.2 - Composi¢do quimica das dietas contendo diferentes niveis de P

Composi¢do quimica Tratamentos
Feno
(mg/kg DM) 0 1,5 3,0 4,5
Matéria seca 899,6 880,1 887,1 888,5 894,0
Proteina bruta 61,7 232,0 2372 238.,0 231,6
Extrato etereo 28,0 11,1 10,9 14,8 214
FDN 733,6 142,7 147,6 143,5 142,4
FDA 380,8 32,6 32,9 31,5 32,0
Cinzas 63,4 28,6 66,6 84,1 1223
Fosforo 1,9 0,9 8,1 16,4 25,8

O nivel de P inorganico no plasma foi determinado por analise colorimétrica (Fiske e
Subbarow, 1925). Nove mililitros de acido tricloacético (100 g/1) foram adicionados a 1 ml de
plasma para precipitacdo da proteina e a mistura foi centrifugada (Sorval/ modelo RC2B) a
1100 g durante 10 min para a separagdo do plasma. A atividade do radioisotopo foi estimada
colocando-se 1 ml do plasma em 19 ml de agua destilada dentro de frascos de contagem. A
radioatividade do *°P foi medida no espectrometro de cintilagdo liquida (Packard, modelo
2450B) usando a radiagdo Cerenkov.

As amostras de fezes (1 g) foram moidas, secas (105°C) e as cinzas foram obtidas (500
°C durante 8 h). O acido cloridrico concentrado (HCI) foi adicionado as cinzas ¢ o P foi
determinado através de método colorimétrico. Para as medi¢des de radioatividade, 1 g das
cinzas das fezes foi dissolvida em 18 N H,SO4 e colocadas em frascos de contagem. A
determinacio do **P na urina foi feita com adi¢do de 1 ml da amostra de urina em 19 ml de
agua destilada no frasco de contagem. O fésforo inorganico foi determinado através do

método de vanadato-molibdato (Sarruge e Haag, 1974). Trinta mililitros de urina foram
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digeridos em HCI (12 N), e o material foi seco a 55°C e depois incinerado a 500°C. A matéria
mineral foi diluida em HCI (3 N) e ajustada para 10 ml.

Modelo Vitti-Dias

Modelo Vitti-Dias. O modelo ¢ mostrado na figura 1. Este contém 4 compartimentos:
1) trato gastrointestinal, 2) plasma, 3) osso, e 4) tecidos moles; os fluxos entre os
compartimentos e para dentro e fora do sistema s3o representados pelas flechas. O P marcado
foi administrado intravenosamente como dose unica de tamanho D no tempo zero, € o
tamanho e atividades especificas (AE) dos compartimentos dos ossos ¢ tecidos moles foram
medidos apos 7 dias. O esquema assume que nao ha re-entrada de P marcado através de fontes
externas.

Apds 7 dias, o compartimento 1 (trato digestivo) foi assumido como em completo
equilibrio (equilibrio isotdpico e ndo-isotdpico) e o compartimento 2 (plasma) em equilibrio
ndo-isotopico (Dias et al., 2006; Vitti et al., 2000; ver Tabela 5.3 e Figura 5.1 para as
principais notagcdes matematicas).

Tabela 5.3 - Principais simbolos usados no modelo

Fy Fluxo total de P para o Compartimento i de j; Fi indica um fluxo externo
no compartimento I e Fo; um fluxo do compartimento j para fora do
sistema; parametro em negrito indica um fluxo que pode ser medido

experimentalmente: g/d.

D Dose de **P administrado no sangue no tempo zero: dpm

O; Quantidade de P no compartimento i: g

qi Quantidade de **P no compartimento i: dpm

R; Taxa de troca da atividade especifica do compartimento i: dpm/d
S; Atividade especifica do compartimento i (= ¢g/Q;): dpm/g

t Tempo: d
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Figura 5.1 - Representagio esquematica do modelo Vitti-Dias usada para o metabolismo do P em cordeiros
(Vitti et al., 2000). F; representa o fluxo total de P para o compartimento i vindo do compartimento j, Fo
representa a ingestao de P, Fyy; excrecdo de P nas fezes, F, excre¢do de P na urina.

A solugdo algébrica para o modelo sera:

Fia = s1F1/ (52— 51) (1)
Fr1=Fy+ Fia—Fn (2)

F3 = 53R05/ [52 (52— 53)] 3)

Fap = 54R4Q4/ [52 (52— 54)] 4)

| Foz3 + Fos| = For + Fio + F3p + Fao — F) ®)
Fos = (s%-53) X |Fa3 + Fo4| / (54— 5%) (6)
Fa3 = |Fa3 + Foa| - Fo4 (7)

onde o negrito indica os fluxos determinados experimentalmente, e a atividade especifica do

compartimento formado pela combinagao dos compartimentos 3 e 4 sera:

o = 5,05 +5,0,

8
0 +0, ®
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e a taxa de troca da atividade especifica do compartimento 2 sera:

_ds,
Pode

(€))

Os valores de s, € R, para os 7 d foram obtidos apds o ajuste na equagdo da curva de

decaimento da atividade especifica do plasma, onde t (d) ¢ o tempo desde a administragdo da
dose, e a (dpm/ g) e b (/d) sdo pardmetros:

s,(t)=ae™ (10)

A taxa instantanea de troca resultante quando se diferencia a equagao em relacao ao

tempo ¢ igual a:

ds, (1) _
e

—abe™ (1)
A qual permite o calculo de R, para o sétimo dia. O modelo ¢ resolvido calculando-se
as equagdes de 1 a 7.
Outros célculos:

Sendo AE = atividade especifica:

P endogeno (P,) = (AE fezes/ AE plasma) x P fezes (Lofgreen e Kleiber, 1953) (12)

P retido (P,) = P ingerido — (P fezes + P urina) (13)
P absorvido da dieta (P,;) = P ingerido — (P fezes — P endogeno) (14)
P disponivel (P,) = P ingerido — ( P fezes — P enddgeno)]/ P ingerido (15)

Ao calcular ambos Pd e Pa, o P enddgeno ¢ representado pelo fluxo do P do plasma para o
trato gastrintestinal (,) obtido no modelo Vitti-Dias.
4.2.2 Andlise estatistica

Os animais foram distribuidos em 4 tratamentos por grupo ( 4 niveis de P) em um
delineamento completamente casualizado. As varidveis foram submetidas a andlise de
variancia usando-se o procedimento GLM (SAS, 1999). A anélise de regressao foi executada

usando-se o procedimento SAS PROC REG. Todos os fluxos assim como o P total presente
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nos ossos e tecidos, e AEs foram comparados utilizando-se o teste de Duncan, e os erros

padroes da média foram obtidos utilizando-se o procedimento LSMEANS, do SAS.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A ingestao de P (Fo) foi diferente entre os tratamentos (Tabela 5.4) e apresentou
correlacao positiva com o P total excretado nas fezes (Fo).
A correlagdo ¢ demonstrada através da seguinte equacgao:
Fo1=0,71 F1o+ 0,88 (R*=0,88; n =12, P <0,0001) (16)
Uma relagdo similar foi observada por Dias et al. (2006), Vitti et al. (2000) e Ekelund
et al. (2005), trabalhando com cordeiros, caprinos e vacas de leite, respectivamente. A relagao
entre Fj e o P fecal de origem dietética foi também observada e é representada pela equagao:
Fo1'Y=10,34 F1o+ 0,16 (R*=0,72; n =12, P < 0,0005) (17)
Essa equacdo sugere que a ingestdo de 1 g de P da dieta resultaria na excre¢do de 0,50
g/d de P da dieta nas fezes. Poderia-se assumir através desse valor que aproximadamente 50%
do P ingerido estavam disponiveis nesse estudo. Além disso, para a ingestdao zero de P na Eq.
(16), o P total excretado seria 0,88 g/animal/d. Esse valor provavelmente representa a
excre¢do de P endogeno P (Fo'”) que ¢ destinado para atender as necessidades dos
microorganismos ¢ do animal hospedeiro. No entanto, Wu (2005) aponta que deve-se tomar
cuidado quando se extrapola a excrecdo de P para a ingestdo igual a zero porque a relagao
pode nao ser linear se a ingestdo de P esta abaixo da exigéncia. Por outro lado, a excre¢ao de
P endogeno dos animais do T1 (0,68 g/animal/d), que apresentou a menor ingestao de P,
favorece a suposicao de que a perda minima de P endogeno ¢ ~0,88 g/animal/d pois 0,68 esta

préximo desse valor. O valor 0,68 g/animal/d corresponde a 30 mg/kg PV/d de perda de P
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Tabela 5.4 - Fluxos de P, atividades especificas (AE) e outras entradas do modelo Vitti-Dias

Niveis de P
Simbolo T1 T2 T3 T4 EPM

Fluxos (g P/d)

Ingestio Fio 0,91 2,55 4,43° 6,59 0,075

Fezes: total For 1,39° 2,85 4,09 5,50° 0,38

Fezes: dieta EY 0,71 0,84° 1,41 2,64° 0,27

Fezes: endogeno F 0,68" 2,01° 2,68" 2,86" 0,31

Urina Fo 0,003 0,004 0,006 0,005 0,002

P absorvido da dieta P, 0,20? 1,71° 3,02¢ 3,94¢ 0,28

P disponivel (%) P, 22,7° 66,8" 68,2° 59,8" 5,85

P retido P, -0,48°  -0,30°  0,33% 1,08 0,39
AE (dpm/g P)

Fezes S| 0,015*  0,011°  0,008™ 0,006 0,001

Plasma S5 0,031*  0,015°  0012°  0,012° 0,002

Ossos 53 18,4 16,1 13,1 17,6 3,36

Tecidos moles S4 50,8 39,7 28,8 29,8 9,09
Outras entradas (g)

P plasma 0, 0,06 0,09 0,08 0,07 0,01

P 0ssos 0s 106,1 117,1 100,4 104,8 9,92

P tecidos moles [on 13,0 13,3 11,8 13,2 1,20

Dentro da linha, médias com diferentes sobrescritos sdo diferentes entre si (P < 0,05)

enddgeno, o qual ¢ maior do que 20 mg/kg PV/d, valor sugerido pelo NRC (1985) como o

valor total de perda de P endogeno para a mantenga, inicio da gestacdo, e crescimento. No
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entanto, existem outros fatores como a forma fisica da dieta, conteudo da fibra bruta da dieta,
ingestao de MS e P que devem ser considerados no calculo da perda enddgena de P (Bravo et
al., 2003).

O P da dieta excretado nas fezes (F 01(d)) foi similar entre os tratamentos com exce¢ao
do T4, que apresentou o maior valor (Tabela 5.4). As porcentagens de Fo;'¥) em relagdo a Fio
foram 78; 32,9; 31,8 e 40% para T1, T2, T3 e T4 respectivamente, onde a menor
digestibilidade do P foi obtida para o T1, e valores estatisticamente iguais foram obtidos para
T2, T3 e T4 (Tabela 5.4).

O P total excretado nas fezes (Fy;) apresentou o maior valor para T4, aumentando do
T1 para o T4, embora o P enddgeno nas fezes tenha sido similar para T2, T3 e T4
apresentando o menor valor para T1 (Tabela 5.4). Como Fo; ¢ a soma de Fo,"” e F,'?, o maior
valor de Fy; para T4 é resultado dos maiores valores para Fo;'¥ e F;'¥ desse tratamento.

De acordo com Spiekers et al. (1993), o P excretado nas fezes pode ser dividido em
trés fragdes: (1) P indisponivel da dieta, que nao pode ser absorvido em qualquer condicao,
(2) perda inevitavel de P que deve ser excretada sob condigdes fisioldgicas e nutricionais
normais, ¢ (3) por¢ao regulada que pode variar de zero até grandes propor¢des dependendo da
ingestdao de P. A contribui¢do de P das fezes proposta por Spiekers et al. (1993) foi
considerada e os resultados estdo representados na Tabela 5.5 com algumas adaptagdes em
relacdo a perda inevitavel de P que ¢ representada no presente trabalho pela perda de P
endogeno (Fy, ).

Baseado em Ekelund et al. (2006) ¢ NRC (1985), o valor 70% para coeficiente de
absor¢do verdadeiro foi utilizado para calcular o P indisponivel e depois o P regulado.
Todos os tratamentos apresentaram valores estatisticamente similares para o P regulado,
provavelmente devido ao alto valor do EPM (0,27). No entanto, os animais do T4

apresentaram o valor mais alto para o P regulado, seguido por T1, enquanto que T2 e T3
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apresentaram valores muito baixos. Se o P regulado representa o excesso de P excretado nas
fezes quando o P ingerido atinge as necessidades dos animais, entdo poderia-se argumentar
que os animais do T4 e T1 receberam uma quantidade de P que superou as exigéncias do
mesmo. Essa afirmagdo pode ser valida para T4, onde os animais receberam os maiores
niveis de P e possivelmente além do que o necessario, no entanto para o T1 essa suposigdo

nao parece ser real, pois o T1 forneceu o menor nivel de P.

Tabela 5.5 - Distribui¢do do P de acordo com Spiekers et al. (1993)

P dieta Fezes (g P/d)

Inevitavel Nao digerido
(g/d) Endégeno’ Indisponivel’ Regulado® Total*
0,91° 0,68° 0,27 0,44° 1,39
2,55° 2,01° 0,76 0,07* 2,85°
4,43 2,68" 1,33¢ 0,07* 4,09
6,59 2,86" 1,97 0,67 5,50°

'P enddgeno total excretado nas fezes (P,).
*P total indisponivel (g/d) = P ingerido (g/d) x 0,30 indisponivel.
°P regulado estimado como = P total nas fezes — P urina — P inevitavel — P indisponivel .

*P total excretado nas fezes (Fy;) (g/d) = P enddgeno + P indisponivel + P regulado.

Pode-se no, entanto inferir que como o P do T1 estava principalmente na forma
organica (dieta sem o suplemento fosfato bicélcico), o coeficiente de absor¢do verdadeiro

usado para esse tratamente deveria ser menor. Assim, o P indisponivel seria mais alto e
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consequentemente o P regulado seria menor, gerando um resultado mais condizente com a
realidade.

Embora o T3 tenha apresentado valor menor do que o T4, ¢ dificil obter uma
conclusdo baseado no P regulado porque os animais do T4 apresentaram o maior valor de P
retido e de P absorvido nos 0ssos (F73;), sugerindo que o excesso de P fornecido aos animais
foi parcialmente utilizado para a formagao dos ossos. Diferente de T3 e T4, os valores de P
retido foram negativos para T1 e T2 (Tabela 5.6).

Com relagdo ao P absorvido, a absor¢dao verdadeira do P ocorreu com 23% de
eficiéncia para o T1, enquanto que para os demais tratamentos a eficiéncia foi estatisticamente
similar e igual a 65%. Vitti et al. (2000) trabalhando com caprinos encontraram 10, 57 ¢ 69%
para as dietas baixas, intermedidrias e altas em P, respectivamente. Apesar das diferengas
entre as espécies estudadas, a comparacdo dos dois trabalhos sugere que os diferentes niveis
de P fornecidos por T1, T2, T3 e T4 podem ser considerados altamente deficiente, deficiente,
moderado e adequado, respectivamente.

A atividade especifica nas fezes (Tabela 5.4) reflete a quantidade de P da dieta
presente nas fezes (Fo; (), pois os altos valores de P da dieta diluem o P radioativo
diminuindo o valor da atividade especifica (Kleiber et al., 1951). A mesma idéia pode ser
aplicada a atividade especifica do plasma onde provavelmente a tendéncia dos altos valores de
P presente no plasma (Tabela 5.4) levou a redugdo dos valores da atividade especifica do
plasma, no entanto, a correlagdo entre a atividade especifica das fezes e do plasma e as
respectivas quantidades de P inorganico presente nas fezes e plasma ndo foi significativa
provavelmente devido a erros experimentais. Vitti et al. (2000) observaram valores altos para
as atividades especificas no plasma e tecidos para os animais que receberam o menor nivel de
P, o qual também gerou os menores valores de P presente no sangue e nos tecidos moles.

Assim, o trabalho de Vitti e colaboradores como esse trabalho confirmam que os valores altos
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de P nao radioativo presente no plasma, ossos e tecidos reduzem a atividade especifica e vice-
versa.

O P total presente no plasma, ossos e tecidos moles foram similares para todos os
tratamentos, possivelmente devido ao curto periodo experimental (Tabela 5.4). No
entanto, os fluxos entre o plasma e os tecidos e entre o plasma e 0s 0ssos apresentaram
diferencas entre os tratamentos. O P absorvido nos tecidos (F4;) aumentou com o aumento
do nivel de P na dieta (Tabela 5.6), no entanto, esse aumento ndo afetou a retengdo liquida
de P nos tecidos. Por outro lado, o P absorvido nos 0ssos (£3;) aumentou com o aumento
dos niveis do P e provavelmente contribuiu para o aumento da retencdo liquida de P nos
o0ssos (Tabela 5.6). Apesar dos menores valores de Fi,, Fas, Fap € Fas para o T1, quando
esses valores foram avaliados em relagdo ao P total absorvido (F7%;), os maiores valores
foram obtidos para o T1 (Tabela 5.6) (P < 0,005). Tal fato sugere que os animais desse
tratamento estavam deficientes em P, mobilizando-o para atender a demanda desse
mineral pelo animal. De acordo com Wu et al. (2001), os animais utilizam as reservas de P
presente nos 0ssos para atender as fungdes do organismo e o Ca e P dos 0ssos sdo repostos
quando existem quantidades adequadas desses minerais.

Braithwaite (1975) relatou que ovinos jovens, alimentados com uma dieta deficiente
em Ca, apresentaram maiores taxas de retirada do Ca dsseo resultando na liberagdo de altas
quantidades de P como consequéncia da relagdo entre o metabolismo desses minerais. Como
os animais utilizados nesse experimento estavam em fase de crescimento, pode-se assumir
que o P foi mobilizado para atender as demandas para o desenvolvimento dsseo.

Essa hipotese ¢ apoiada pelo fato de que a retengdo liquida de P nos tecidos foi
negativa para todos os tratamentos (Tabela 5.6), sugerindo que o P foi mobilizado dos tecidos

moles para atender as necessidades de P para a formagao Ossea.
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Tabelas 5.6 — Fluxos de P para o modelo Vitti-Dias para ovinos alimentados com

diferentes niveis de P

Niveis de P
Simbolo T1 T2 T3 T4 EPM
Saidas do modelo Vitti-Dias (g P/d)
TGI para plasma P 0,40° 6,43° 8,65° 8,86° 1,37
Plasma para TGI Fi» 0,88° 6,73° 8,31° 7,77° 1,26
Plasma para 0sso Fs 14,00 20,0  19,.3® 20,8° 1,90
Osso para plasma Fo3 14,3 20,1 18,7 19,6 2,19
Plasma para tecido  Fi» 1,71 2,25% 226" 2,64° 0,19
Tecido para plasma Foy 1,99 2,54 2,47 2,84 0,25
Retengdo nos 0ssos  Fi—Fhs 021*  -0,02° 0,56™ 1,28° 0,34
Retenc¢do nos tecidos  Fiyp—Foq -0,28 -0,29 -0,21 -0,20 -0,06
F3, / P absorvido F2/F 35,7 3,71° 2,21° 2,70 1,96
F,3 / P absorvido Fs3/Fy 36,2 3,73 2,55° 2,14° 1,98
F4, / P absorvido Fao/F 439° 0,40 0,26 0,35 0,31
Fa4 / P absorvido Fau/F 509 045" 0,28 0,38 0,37

Dentro das linhas, as médias com sobrescritos diferem entre si (P < 0,05)

Tal fato estd de acordo com Ternouth e Budhi (1996) que relataram um aumento
notavelmente significante da taxa de reabsor¢cdo do P dsseo e dos tecidos moles em ovelhas
que ingeriram baixos niveis de P na gestagdo e lactagdo, apoiando a hipotese de que os
animais sao capazes de mobilizar o P até mesmo dos tecidos moles para atender as exigéncias
metabolicas dos animais em relacdo a esse mineral. Braithwaite (1983) também observou

uma alta taxa de reabsor¢cdo do P em relagdo a absor¢cdo do P 6sseo ¢ dos tecidos moles
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mesmo quando ovelhas foram alimentadas com dietas contendo altos niveis de P no final da
gestacao e no inicio da lactagdo, com a retengdo ficando negativa e depois positiva no meio
para o final da lactagdo quando o P foi reposto nas reservas Osseas e nos tecidos moles. E
valido notar que apesar da retengdo negativa observada nos tecidos moles desse estudo, os
valores do P total presente nesses tecidos (entre 11,8 e 13,3 g P, Tabela 5.4) estdo proximos
ao valor 13,6 g de P presente nos tecidos moles, relatado por Ternouth e Sevilla (1984) para
cordeiros alimentados com quantidades adequadas de P.

Assim, pode-se sugerir que animais em crescimento mobilizam pequenas quantidades
de P dos tecidos moles que sdo destinadas ao crescimento Osseo até o final da fase de
crescimento, quando o P dos tecidos moles é reposto para atender as exigéncias relativas ao
desenvolvimento destes. No entanto, como existem apenas poucos trabalhos que fornecem
informagdes relativas aos fluxos de P provenientes dos tecidos moles em cordeiros, essa
hipdtese requer futuras investigagoes.

Knowlton e Herbein (2002), estudando a parti¢do de P durante o inicio da lactagdo em
vacas de leite, afirmaram que uma maneira para reduzir a excre¢do de P nesses animais ¢é
considerar o P liberado através do catabolismo normal dos tecidos moles que ocorre durante
essa fase da lactacdo. Essa idéia poderia ser aplicada no presente trabalho. Como a retengao
liquida de P nos tecidos foi negativa para todos os tratamentos, pode-se assumir que a
mobilizagdo do P dos tecidos ocorre independente da ingestdo de P. No entanto, a retencao
negativa de P nos ossos para T1 e T2 sugere que o P fornecido por esses tratamentos ndo foi
adequado para atender a exigéncia de P para o crescimento dos animais.

O P absorvido nos 0ssos (F3;) foi correlacionado com o P mobilizado dos o0ssos (F23)
(Eq. 18), P absorvido nos tecidos (Fs2) (Eq. 19), e P mobilizado dos tecidos (F»4) (Eq. 20),
como mostrado:

Fs2 = 0,96F + 1,09 (R*=0,96, n = 12, P < 0,0001) (18)
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Fs3y =T145F4 + 2,05 (R*=0,72, n = 12, P < 0,0005) (19)

F3 = 6,91F + 1,54 (R*=0,74, n = 12, P < 0,0003) (20)

Essas correlacdes confirmam a troca de P entre os tecidos e ossos enfatizando a maneira como
o P ¢ acessado para atender as fung¢des dos animais e ao crescimento.

Apesar das diferencas do Fi; entre os tratamentos, F»3 foi similar. Ekelund et al (2006)
relataram que a reducdo da suplementagdo de P da dieta durante o inicio da lactagdo nao
induziu o aumento da mobiliza¢do de P dos ossos, embora os autores tenham observado
reducdo na excrecdo de P nas fezes e aumento na digestibilidade aparente do P. Assim, no
presente trabalho, apesar da mobilizagdo de P dos ossos ter ocorrido para manter a
concentragdo normal de P no plasma ¢é provavel que outros mecanismos fisioldgicos, como a
absor¢do de P no trato gastrointestinal, tenham ocorrido para fornecer P para a mesma
finalidade.

Assim, se os maiores niveis de ingestdo de P provocaram maiores valores de absorcao
de P nos ossos para os animais em crescimento, mas também causaram maiores valores de
excre¢do de P, o limiar entre o fornecimento de P para gerar melhor performance sem resultar
no aumento de excre¢do de P nas fezes deve ser alcancado com cautela.

Baseado na relagdo entre o P total retido (P;) e o P ingerido (F¢) representado pela
equacao:

P.=0,28F;p— 0,89 (R*=10,54; n=12; P < 0,006) (21)
o valor de Fjy obtido quando P, ¢ zero foi igual a 3,18 g/animal/d. Esse valor ¢ considerado a
exigéncia minima de P para ovinos com peso 22,6 kg e estd proximo do valor recomendado
pelo AFRC (1991) de 3,1 g P/d no entanto ¢ maior do que o valor 2,3 g P/d estabelecido pelo
NRC (1985) para cordeiros de 20 kg. Além disso, extrapolando o valor da ingestdo para zero
na equac¢do, a retencdo fica negativa (-0,89 g/d). Esse valor estd muito proximo do valor

obtido na Eq. (16), na qual 0,88 g/d é a quantidade de P excretada nas fezes quando a ingestao
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¢ zero. Assim, ambas as equagdes sugerem que 0,88 g/d ¢ o valor da perda inevitavel de P

endogeno para cordeiros, que mobilizam P das reservas corporeas para suprir suas demandas.

5.4 CONCLUSAO

Avaliando os fluxos internos de P assim como as excre¢des de P, atividades
especificas, retengdes liquidas, e a exigéncia minima de P, conclui-se que o T3 proporcionou

a melhor utilizagao do P.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No primeiro trabalho, o modelo Vitti foi revisado através da utilizacdo de dados
referentes as atividades especificas inseridos na curva de decaimento, obtidos a partir de
diferentes intervalos ap6s a inje¢do do P e do Ca radioativos. Os fluxos bidirecionais entre o
plasma e os ossos foram maiores que os fluxos entre o plasma e os tecidos moles,
comprovando que a revisdo feita no modelo Vitti melhorou a acurdcia do mesmo em relagdo
ao metabolismo do P.

A excre¢do de P nas fezes foi maior do que a ingestao, levando a retengdo negativa do
mineral. A baixa disponibilidade do P causou a baixa absor¢do. Embora o P do fitato ndo
tenha sido completamente digerido, a digestibilidade dos demais tipos de P foi ainda menor.
Especula-se que parte do P do fitato tenha sido digerido no intestino grosso, sendo
posteriormente excretado como P inorganico, levando a superestimativa no calculo da
digestibilidade do fitato. Os valores de absor¢do e excrecdo de P do fitato estimados no
modelo fornecem informag¢des importantes para futuros estudos relacionados a utilizagdo do P
do fitato pelos ruminantes.

A reten¢do negativa de P provocou a mobilizagdo do P dos ossos e tecidos, e
principalmente em relacdo aos 0ssos, a estreita relagdo metabdlica entre o Ca e o P pode ter
afetado a absor¢ao do Ca, que apresentou valor considerado abaixo da média apresentada na
literatura para animais ingerindo quantidades adequadas de Ca. Como consequéncia dos
elevados fluxos de P entre o plasma e os 0ssos, a propor¢ao de Ca:P mobilizada e absorvida
nos ossos foi maior do que 2:1.

O P mobilizado dos ossos e tecidos para o plasma provavelmente foi a causa do
aumento do P plasmatico (123 mg/l), que foi considerado maior do que os valores normais da

categoria animal (40 a 90 mg/l). O valor elevado do P plasmatico pode ter influenciado a
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excrecao de P endogeno nas fezes, que foi bastante significativa. Além disso, o P plasmatico
acima do limiar renal (60 mg/l) pode ter afetado a excre¢do de P através da urina.

O valor negativo para reten¢do de P ndo ¢ esperado para animais na fase de
crescimento, por isso sugere-se que alguma caracteristica da dieta tenha prejudicado a
digestibilidade do P.

No segundo capitulo, os tratamentos foram analisados através da comparacdo do
modelo Vitti revisado (Dias et al., 2006) com o modelo Fernandez (1995), que teve o
compartimento representando os tecidos, adicionado por Lopes et al. (2001).

A fonte de Ca que apresentou melhores resultados de absorcdo e retencdo foi o
calcario. A farinha de conchas também apresentou resultados positivos quanto a retengdo de
Ca, no entanto os animais desse tratamento parecem nao ter absorvido suficiente Ca para
atender as exigéncias nutricionais de Ca para o crescimento. Assim, avaliando-se os fluxos
dos modelos concluiu-se que as fontes inorganicas apresentaram os melhores resultados
quando comparados com as fontes organicas de Ca (FA e PC). O oxalato presente no feno de
alfafa e a pectina presente na polpa citrica podem ter acarretado nos baixos valores de
digestibilidade para o Ca presente nessas fontes. Além disso, essas fontes de Ca resultaram
em maiores valores para o Ca reciclavel em relagdo ao Ca absorvido, sugerindo que a
produgdo de Ca enddgeno foi maior para esses tratamentos. Tal fato ¢ apoiado pelo fato de
que esses alimentos (feno de alfafa e polpa citrica) estimulam a produgao salivar, e por isso, a
saliva contendo Ca pode ter levado a tendéncia de valores mais elevados do fluxo de Ca
reciclavel em relagdo ao Ca absorvido. Além disso, o P reciclavel (F,) apresentou tendéncia
para valores maiores nesses tratamentos. Apesar do P enddgeno presente nas fezes ter sido
igual para todos os tratamentos, houve uma tendéncia para maiores excrecdes do P enddgeno
para os tratamentos FA e PC refletindo um controle homeostatico desse mineral, pois o P

excretado na urina foi menor para os tratamentos FA e PC e maior para os tratamentos C e
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FCO, sugerindo uma alteracdo na rota de excrecdo devido ao fato do P do plasma ter
ultrapassado o limiar renal (60 mg/l), acima do qual a excrecdo do P na urina se torna uma
rota importante para eliminacdo do P quando a secre¢do de P salivar ndo ¢ estimulada. Os
valores elevados do P do plasma também podem ter influenciado os valores elevados do P
endogeno que representaram 80, 79, 105 ¢ 80% da ingestao de P para os tratamentos C, FA,
PC e FCO respectivamente. Sabe-se que o P plasmatico quando elevado afeta a secrecdo de P
salivar devido ao controle homeostatico do metabolismo do P.

Todos os tratamentos resultaram em fluxos de reabsor¢do de P maiores do que os
fluxos de absorcdo nos ossos e tecidos em ambos os modelos, sugerindo que os animais
apresentavam deficiéncia de P. Tal fato pode ter ocorrido devido a problemas de
digestibilidade provocado por alguma caracteristica da dieta, no entanto ndo ha dados
suficientes nesse trabalho para comprovar essa hipotese.

A baixa disponibilidade do P da dieta pode ter afetado o metabolismo do Ca. No
entanto sugerem-se mais estudos referentes a essa questao.

Os dois modelos levaram a conclusdo de que os animais estavam deficientes em P, no
entanto o modelo Vitti revisado parece representar com maior evidéncia o metabolismo do P
enquanto que o modelo FL parece representar melhor o metabolismo do Ca, provavelmente
devido a construgdo desses modelos que foi baseada no metabolismo de cada mineral
respectivamente.

Apesar das pequenas diferengas entre os modelos ambos apresentaram resultados que
acarretaram nas mesmas conclusdes, podendo-se afirmar entdo que ambos podem ser
utilizados no estudo do metabolismo do Ca e do P.

No terceiro trabalho, o modelo Vitti revisado foi utilizado para avaliar os efeitos de

diferentes niveis de P fornecido para cordeiros.
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Os niveis de P oferecidos afetaram os fluxos de P entre o plasma e os tecidos, plasma e
0s 0ssos ¢ o plasma e o TGI, uma vez que a absor¢cdo de P aumentou com a ingestdo do
mineral. A retengdo de P nos tecidos foi negativa para todos os tratamentos confirmando a
hipotese dos trabalhos anteriores de que os animais em crescimento mobilizam P dos tecidos
para atenderem as exigéncias de P para o desenvolvimento 6sseo. Também ¢ interessante
notar que a mobilizagdo e absor¢do do P dos ossos ¢ dos tecidos em relagdo a absorcao total
de P foi maior para o T1, tratamento com a menor quantidade de P (g/d), mostrando que os
animais desse tratamento ndo consumiram quantidades adequadas de P e por isso mobilizaram
maiores quantidades do P absorvido.

O P plasmatico foi considerado dentro dos niveis normais para essa categoria animal e
parece nao ter afetado a excrecdo de P na urina, que foi irrelevante e a excrecdo de P
enddgeno, que provavelmente foi influenciada por outros fatores.

A excrecdo de P enddgeno foi menor para o T1, no entanto as porcentagens em relacao
ao P ingerido foram 74,7; 78; 60,5 e 43,4% para T1, T2, T3 e T4 respectivamente. Embora
ndo tenha sido observada correlagdo entre o P ingerido e o P enddgeno nas fezes supde-se que
nesse trabalho, a secrecdo de P enddgeno foi influenciada pela ingestdo e absor¢do de P. Tal
suposi¢do ¢ apoiada pelo segundo trabalho, no qual os animais excretaram elevados niveis de
P endogeno nas fezes e absorveram baixos niveis de P, ou seja, quanto maiores os niveis de
absor¢do de P menor a necessidade de secretar P. Pode-se sugerir que a secrecdo de P
endogeno nesses trabalhos representa um mecanismo homeostatico para fornecer o P
necessario para a manutengao do ambiente ruminal e das atividades metabolicas das quais o P
participa. No entanto, alguns trabalhos sugerem que a secre¢do de P enddgeno estd
relacionada principalmente com a ingestdo de P. Assim sdo necessarias mais pesquisas para
esclarecer quais os mecanismos que atuam sobre a secre¢ao de P enddgeno, pois esse deve ser

considerado no célculo das exigéncias de P.
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A excrecdo de P nas fezes aumentou com o aumento da ingestao desse mineral. Como
a excrecdo de P nas fezes ¢ uma questdo importante considerada pelos pesquisadores que
procuram meios para reduzi-la na tentativa de evitar problemas de poluicdo ambiental, ¢
essencial avaliar o aproveitamento do P juntamente com outros fatores que possam afetar o
desempenho animal e a excre¢ao de P nas fezes.

Nesse contexto, concluiu-se que o T3 foi o tratamento que forneceu a quantidade mais
adequada de P, pois a absor¢do de P foi destinada para o desenvolvimento dsseo e o valor da
excrecdo de P da dieta nas fezes foi menor do que o T4. Além disso, a distribuicdo de P de
acordo com Spiekers et al. (1993), mostrou que a quantidade de P indisponivel aumentou com
a ingestdo de P e que o valor do P regulado apresentou tendéncia de ser mais elevado para o
T4, apoiando a hipotese de que esse tratamento forneceu P além das exigéncias.

A exigéncia de P foi calculada através da relagdo entre o P retido e o P ingerido, e o
valor 3,18 g P por dia foi obtido. Esse valor encontra-se entre a média do P fornecido pelo T2
e pelo T3. No entanto, os animais do T2 apresentaram retencdo de P negativa nos 0ssos,
apoiando a conclusdo de que o T3 (3g P/d) forneceu a quantidade ideal de P para os animais
estudados nesse trabalho.

Dentro do contexto apresentado nesse trabalho, o modelo Vitti revisado e utilizado
para avaliar o metabolismo do P e do Ca, mostrou ser uma ferramenta importante nos estudos
que visam obter o conhecimento relativo as demandas e interrelagcdes desses minerais. No

entanto futuros trabalhos sao sugeridos para esclarer as dividas surgidas durante esse estudo.
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