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Introduccion.

Los rumiantes son capaces de aprovechar la proteina microbiana resultante de los
procesos de fermentacion que se desarrollan en el reticulo rumen. En los animales
herbivoros-monogastricos, este compartimento de fermentacién se sitia en ciego y
colon y por tanto es desperdiciado con las heces, sin embargo algunas especies han
desarrollado mecanismos especiales para aprovechar este material que combinan la
retencion selectiva, de liquido y particulas de pequefio tamano en el ciego, con ciertas
formas de coprofagia. Estos mecanismos se definen como cecotrofia y transforman el
ciego de los lagomorfos en una camara de fermentacion, susceptible de ser
manipulada con el fin de minimizar el aporte de proteina dietética. La produccion y
utilizacién de heces blandas se determina mediante la utilizacion de collares que
previenen [a ingestion de’ cecotrofos, sin embargo constituyen un elemento
distorsionador, dado que la propia cecotrofia forma parte de la fisiologia digestiva del
conejo (Cheecke col., 1987).

El flujo duodenal de bases puricas (BP) puede ser estimado a partir de la
excrecion renal de sus derivados metabdlicos una vez establecido un modelo de
respuesta entre la excrecién urinaria y la absorcion duodenal de purinas. Esta técnica
se aplica de forma rutinaria en ovejas (Balcells y col., 1993), cabras (Lindberg y col.,
1989) y vacas (Verbic y col., 1990) para estimar el flujo duodenal de purinas como un
indice del flujo de N microbiano sintetizado en el rumen. En el conejo, el exceso de
bases puricas en el quimo, respecto a aquellas absorbidas en la dieta, debe proceder
de la ingestion de proteina microbiana o de cecotrofos. En el presente trabajo se tratd
de establecer el modelo e respuesta a partir de: i) la recuperacién urinaria de la
purinas duodenales v ii) la contribucién endégena a dicha excrecion.
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Material y Métodos.
Animales y dietas:

Experimento 1: Se utilizaron 7 conejos machos de raza Neozelandesa con un
peso medio inicial de 2,0 + 0,18 kg. Los animales fueron mantenidos con collares de
madera (5cm d.i. y 27 d.e.) para evitar la cecotrofia y alojados en jaulas metabdlicas
que permitian el control individual de ingesta y excretas. Se elaboraron cinco dietas
experimentales formuladas en base a (% de materia seca): heno de prado (50 %)
cebada grano (40 %) y caseina (7,5-6,0 %) suplementadas con diferentes cantidades
de ARN de levadura (g/kg MS): 0 g, dieta A; 3,759, B; 7,50 ¢, C; 11,25g, Dy 15,00 g,
E, respectivamente. Las dietas fueron suministradas en un disefio en bloque
incompleto (Cuadrados de Youden) donde los cinco tratamientos (o dietas) fueron
probados con 7 animales durante 7 periodos. La raciones fueron suministradas una
vez al dia y a nivel restringido (50 g/kg PV) para evitar la existencia de rehusos. Cada
periodo experimental tuvo una duracién de 8 dias que consistieron en cinco dias de
adaptacién seguidos por tres dias de recoleccion de heces y orina.

Una vez finalizado el experimento, los animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical, el ciego fue extraido y el contenido cecal utilizado para la extraccién
bacteriana.

Experimento 2: Se utilizaron seis machos de raza neozelandesa con un peso Vvivo
de 3,0 £ 0,24 kg y se mantuvieron en las mismas condiciones que el Experimento 1
pero en este caso se les administrd una dieta semisintética exenta de BP formulada
en base a (% de materia seca): 55 % de paja lavada, 30 % de almidén, 13 % de
caseina y 2 % de un mezcal de vitaminas y minerales. La alimentacién con la dieta
exenta de bases puricas se mantuvo durante 8 dias y se colect6 la orina durante los
tres udltimos.

Tratamiento de las muestras y analisis quimicos:

La orina fue recogida diariamente utilizando &cido sulfurico (20 ml 0,1 M) como
conservante. En orina, la determinacion de derivados puricos (DP) se realizé en la
fase liquida y en el precipitado mineral tras su redilucién con 100 mi de tampon
glicerol-fosfato (10 %, pH 9), en ambos casos los derivados puricos fueron analizados
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por HPLC siguiendo la técnica propuesta por Balcells y col. (1992). Adenina y
Guanina en los alimentos heces y bacterias cecales, fueron analizados con la misma
técnica tras su hidrélisis con PCA (Martin Orte y col., 1995).

Para la extraccion de bacterias, el contenido cecal se diluyé con una solucion de
carboximetil celulosa (CMC) en solucién salina (0,9 % NaCl, CMC 0,1 %) y se incubd
durante 15 min a 38 °C para enfriarla posteriormente a 4 °C durante 24 h segun el
método propuesto por Minato y Sutto (1978). La solucién de contenido cecal se filtr6 a
través de ocho capas de gasa y las bacterias se separaron del sobrenadante por
centrifugacion diferencial consistente en una primera centrifugacién a 500 x g durante
5 min, para precipitar residuos de alimentos, seguida de una segunda centrifugacion
del sobrenadante a 20 000 x g durante 20 min para precipitar las bacterias de las
muestras.

Andlisis estadistico.

Los resultados se analizaron como un cuadrado latino incompleto donde los cinco
tratamientos se probaron con los siete animales durante siete periodos
experimentales. El andlisis se realizd siguiendo el procedimiento descrito por Box y
col. (1978). La significacion de los componentes lineal o cuadratico de la respuesta se
estudié mediante la particién de la suma de cuadrados siguiendo el procedimiento de
los polinomios ortogonales descrito por Steel y Torrie (1980).

Resultados y Discusion.

Dado que en el presente experimento la ingestion de materia seca fue restringida,
los animales presentaron ritmos de crecimiento moderados (16 g/d) que no fueron
diferentes entre tratamientos (p > 0,1). La digestibilidad media de las dietas se situ6
entorno al 55 % y la excrecidén de cecotrofos representd el 21 % de la excreciéon fecal
total de materia seca. La excreciéon de derivados puricos respondié rapidamente a las
variaciones en el nivel de bases puricas ingeridas (Tabla 1), estando la mayor
proporciéon de este incremento explicado por la alantoina, que incrementé de 3,2 a 6,2
mmol/d (p < 0,001). El acido urico increment6 también con el tratamiento experimental
(0,31 a 0,60 mmol/d), de forma que la relacibn entre ambos compuestos fue
practicamente constante, representando la alantoina el 90 % de la excrecién total de
derivados ptricos. La concentracién de xantina e hipoxantina en las muestras de
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orina fue practicamente despreciable.

La excrecion de creatinina en orina (1,36 + 0,097 mmolkg PV0.75) no fue
modificada por el tratamiento experimental, de forma que la relacion
alantoina/creatinina en las muestras de orina incrementé de 1,19 a 2,50 (p < 0,001).

En la Tabla 2 se presenta la excrecion urinaria de derivados puricos en animales
recibiendo una racién exenta de bases puricas, dichos niveles son definidos en la
presente memoria como excreciéon endégena. Cuando los animales ingirieron la dieta
semisintética, exenta de bases puricas, la excrecion de alantoina descendié de 1600
* 37,2 a 521 + 29,1 pmol/kg PVO975 y |la de &cido urico de 155 + 3,2 a 55,3 + 2,9
pmol/kg PVO.75 no se apreciaron, al igual que en el experimento anterior, ni xantina ni
hipoxantina. El valor medio para la excrecion endégena para el total de DP fué de
588 + 40,2 ymol/kg PVO.75,

Los niveles de excrecién endégena observados fueron similares a los registrados
en bovino (514 - 680 pmol/kg PVO.75 Sibanda y col, 1982, Chen y col, 1990,
Giesecke y col., 1993) aunque inferiores a los niveles de ovino (165 - 202 ymol/kg
PVO.75 Giesecke y col., 1984, Fujihara y col., 1987, Chen y col., 1990, Balcells y col.,
1991). En relacion a otras especies de monogastricos, los niveles fueron superiores a
los registrados en suidos (166 - 199 ymol/kg PV9.75, Chen y col., 1990, Martin Orte y
col., 1995) aunque inferiores a los valores determinados en ratas por Greife (1980)
(990 umol/kg PV0.7%). Sin duda diferencias en las concentraciones de los enzimas que
intervienen en el metabolismo de las bases puricas (Chen y col.,, 1990) o en el propio
"turnover" proteico pueden explicar estas diferencias.

La toma de muestras del contenido cecal se llevé a cabo a primera hora de la
mafana cuando los animales atin no habian recibido la racién, en estas condiciones
la concentracion de amoniaco en el contenido cecal fue de 8,3 mg/100 mi, el pH
mostré un valor medio de 6,4 + 0,08 y la concentracién de AGV fue de 72,5 + 3,21
mmol/l constituidos en su mayor proporcién por acético (80,5 %) seguido por el
propiénico (9,4 %) y butirico (5,9 %). Las bacterias cecales mostraron un contenido de
N de 66,4 g/kg MS y en bases puricas de 94,6 mmol/kg MS y la relacién BP/N mostro

un valor de 1,42 mmol/g.

En la Figura 1 se presenta la relacion entre la excrecién de derivados puricos (y,
alantoina y &cido urico) y el flujo duodenal o ingestion de bases puricas (x) y en ella
se aprecia una estrecha correlacion. Los resultados presentados anteriormente, se
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ajustaron a la siguiente ecuacion :

y = 0,588 (+0,136) + 0,67 (+0,018) x R2 = 0,868 RSD = 0,338

expresadas tanto x como y en en pymol/Kg PV0.75, La inclusion de un componente ho
lineal en la modalidad del ajuste no mejord la precisién del mismo. Ello indica que
absorcion y excrecidén urinaria de purinas presentaron un comportamiento lineal que
implica que en esta especie, al igual que ha sido descrito previamente en otras
(hombre, perro o bévidos), el aporte endégeno es constante e independiente del
aporte de bases puricas de origen exdgeno. La tasa de recuperacion de las bases
puricas ingeridas (0,67) implica que aproximadamente un 80 % de las purinas
absorbidas (asumiendo una digestibilidad de las BP en duodeno de 0,85) fueron
recuperadas en la orina confirmando también en esta especie la existencia de vias de
excrecion alternativas a la renal (Balcells y col., 1991).

A partir de la ecuacién propuesta en la Figura 1, se puede determinar el flujo
duodenal de bases puricas que corresponden a la ingestion de bases puricas
procedente de la dieta mas aquellas de origen microbiano procedentes de los
cecotrofos. Por tanto, la diferencia entre las bases puricas duodenales y las ingeridas
con la dieta corresponderia a las bases puricas de origen microbiano. En la medida
que las bases puricas o los AN puedan ser utilizadas como marcadores microbianos
(Smith y McAllan, 1974, Pérez y col., 1996), la ingestion de N microbiano (NMI) puede
ser estimada a partir de la excrecion urinaria de derivados puricos y el modelo queda
resumido en la siguiente ecuacion: NMI (g/kg PV0.75) = 1,5y, - 0,70 xo -0,6; en la que
y1 son los derivados puricos excretados en orina (ymol/kg PV0.7%) y x> la ingestion de
las bases puricas dietéticas (g/ymol/kg PV0.75),
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Tabla 1: Ingestion diaria de materia seca (MSI, g) bases puricas (BP, mmol/d) y excrecién urinaria de
alantoina, acido Grico, derivados puricos totales y creatinina (mmol/d) en conejos machos de raza
Neozelandesa recibiendo dietas formuladas en base a heno y cebada grano suplementadas con

diferentes cantidades de ARN de levadura.

Sig. efecto
Dieta A B C D E SE Lin Quad
MSI (g/d) 135,2 135,7 137.8 134,0 135,8 3,19 NS NS
BP (mmol/d) 2,32 4,70 6,50 8,48 10,3 0,301
Excrecién urinari
Alantoina 3,18 4,17 5,31 6,10 6,21 0,217 i e
Acido udrico 0,309 0,375 0,357 0,616 0,596 0,082 o NS
DP totales 3,34 4,55 5,67 6,71 6,80 0,300 e *
Creatinina 2,76 2,63 2,92 2,80 2,72 0,240 NS NS
Alantoina/Creatinina 1,19 1,73 2,01 2,57 2,50 0,237 e e

*P<0,05;** P<0,01; *** P<0,001; NS P>0,1.

-154.-




Tabla 2. Excrecion de derivados puricos (umol/kg PV0,75) obtenidos en conejos en crecimiento no

cecotrofagicos alimentados con una dieta semisintética libre de purinas.

Animal Peso (kg) Periodo (d) Acido drico Alantoina DP totales
1 2,74 5 38,34 419 458
2 2,78 5 40,91 558 599
4 2,99 6 43,11 488 531
5 2,96 6 75,03 627 703
6 3,24 5 79,43 620 699
7 2,86 6 54,88 483 538
Valor medio 55+28 521 + 29,1 588 + 40,2
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Figura 1. Relacion entre la excrecion de derivados plricos (y, alantoina y éacido Urico, pmol/kg pPVO0.75) y

el flujo duodenal o ingestién de bases puricas (x, umol/kg PVO.75).

Excrecién de DP (mmol/KgW®75)
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