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RESUMO

O presente trabalho objetivou estabelecer a concentracdo do sulfeto de hidrogénio ruminal
utilizando tubos colorimétricos em bovinos Nelore sadios criados em pasto de Brachiaria
decumbens contendo 0,15% de enxofre na matéria seca. Quatro bovinos foram submetidos a
exames fisicos e laboratoriais, com intervalos de 96 horas, durante periodo de 40 dias. Os
resultados indicaram que a técnica se mostrou adequada e que as dosagens de sulfeto de
hidrogénio ruminal foram inferiores a 100 ppm. A técnica utilizando tubos colorimétricos
para dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal foi de facil execucdo a campo e os bovinos
ingerindo B. decumbens com 0,15% de enxofre na matéria seca apresentaram concentracdo
minima de 25 ppm e maxima de 100 ppm de gas sulfidrico ruminal.
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RUMINAL HYDROGEN SULFIDE CONCENTRATION DETERMINED BY A
SIMPLE SULFIDE DETECTOR TUBE METHOD IN BOVINE KEPT UNDER
EXTENSIVE SYSTEM

ABSTRACT

The aim of this work was to establish the concentration of ruminal hydrogen sulfide using a
detector tube method in health Nelore bovine kept in Brachiaria decumbens pasture (0.15% S
dry matter). Four animals were clinically evaluated and laboratorial exams performed with 96
hour interval, during 40 days of experimental period. Clinical and laboratorial results
indicated that technique was suitable and ruminal sulfide hydrogen values were inferior to
100 ppm. It was concluded that the technique was simple and healthy Nelore bovine kept in
Brachiaria decumbens pasture with sulfur content of 0.15% of dry matter presented minimal
concentrations of 25 ppm and maximum of 100 ppm of H,S.
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EVALUACION DE LA CONCENTRACION RUMINAL DE SULFURO DE
HIDROGENO POR TUBOS COLORIMETRICOS EN BOVINOS NELORE
SALUDABLES CREADOS DE FORMA EXTENSIVA

RESUMEN

La ingestion de dietas con altas concentraciones de azufre pueden ocasionar la produccion
excesiva de sulfuro de hidrégeno ruminal (H,S), pudiendo ocasionar polioencefalomalacia en
vacunos. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la concentracion de sulfuro de
hidrégeno en el rumen utilizando tubos colorimétricos en vacunos Nelore, sanos, creados en
pastura de Brachiaria decumbens, conteniendo 0,15% de azufre en la materia seca. Fueron
realizados examenes clinicos y laboratoriales en cuatro vacunos, a intervalos de 96 horas,
durante un periodo de 40 dias. Los resultados indicaron que la técnica era conveniente y que
el dosaje de sulfuro de hidrogeno ruminal en los mismos fue inferior a 100 ppm. La técnica
de utilizacion de tubos colorimétricos para el dosaje de sulfuro de hidrégeno ruminal a campo
fue de ejecucion facil y como resultado los bovinos tuvieron una concentracién minima de 25
ppm e maxima de 100 ppm de gas sulfhidrico ruminal.

Palabras-clave: gas sulfhidrico ruminal, vacuno, Brachiaria decumbens.
INTRODUCAO

O sulfeto de hidrogénio (gas sulfidrico ou H,S) é produto normal do metabolismo da
microbiota ruminal e as bactérias do género Desulfovibrio e Desulfotomaculum séo as
responsaveis pela degradacao do sulfato, especialmente em sulfeto de hidrogénio, sendo este
eructado ou absorvido e/ou usado na sintese da proteina microbiana (1).

O H,S participa na etiopatogenia da polioencefalomalacia (PEM) ocasionada por
ingestdo excessiva de enxofre. A PEM é uma encefalopatia degenerativa dos ruminantes,
sendo o termo utilizado para descrever a alteracdo morfoldgica caracterizada por
amolecimento (malacia) da substancia cinzenta (polio) do encéfalo (2).

A técnica de dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal com o uso de tubos
colorimétricos foi atil para monitorar situages de risco, bem como auxiliar no diagnéstico
definitivo da PEM causada por excesso de enxofre em bovinos (3-5).

O objetivo do trabalho foi avaliar a concentragdo do H,S ruminal utilizando tubos
colorimétricos contribuindo para a determinacdo de valores fisioldgicos deste composto em
bovinos nelore (Bos indicus) mantidos a campo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma fazenda de gado de corte localizada no municipio
de Paulistania, Estado de S&o Paulo. Foram avaliados quatro bovinos da raga Nelore com 15 a
20 meses de idade e com peso médio de 350 kg, mantidos em piquete com B. decumbens.

As determinacgdes da concentracdo do enxofre nesta forragem (1.500 mg/kg) e na agua
do bebedouro (2,4 mg/L) foram realizadas no Laboratério de Nutrigdo Mineral de Plantas e de
Fertilizantes e Corretivos da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP/Botucatu.

O periodo experimental compreendeu 40 dias, sendo que os exames fisicos (temperatura
corporea, frequéncias cardiaca e respiratoria, motricidade ruminal) e laboratoriais
(hemograma, fibrinogénio, proteina plasmatica e concentragdo do sulfeto de hidrogénio
ruminal) foram realizados sempre as 9 horas, com intervalos de 96 horas, totalizando 10
momentos (M1a M10) por animal.
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As amostras de sangue total foram colhidas, por venopuncdo da jugular, em tubos
contendo anticoagulante (EDTA) e submetidas a contagem de células em camara
hematimétrica de Neubauer, a determinacdo do volume globular pelo método do
microhematécrito e a dosagem de hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina,
calculando-se posteriormente os indices hematimétricos (volume globular médio e
concentracdo de hemoglobina globular média). A contagem diferencial de leucécitos foi
realizada em 100 células em esfregacos sanguineos corados pelo pandético rapido. Para a
mensuracao do fibrinogénio utilizou-se a técnica de precipitacdo no tubo de microhematocrito
a 56°C e a proteina foi determinada diretamente pela refratometria (6).

A técnica utilizada para a determinagdo da concentra¢do de gas sulfidrico ruminal foi
adaptada de Gould et al. (7) com as modificacGes descritas por Cunha et al. (3). Inicialmente,
foi realizada a tricotomia da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona
(PVPI). A puncdo ruminal foi realizada no ponto medio da porcdo mais dorsal da fossa
paralombar esquerda, utilizando-se agulha de cateter intravenoso 14G, sem a canula externa,
de teflon. Em seguida, um equipo intravenoso com 15 cm de comprimento sem a extremidade
do gotejador foi encaixado ao conector da agulha. A ponta cortada do equipo adaptado foi
acoplada ao tubo colorimétrico de dosagem de gas sulfidrico (modelo 120 SF, Sensidyne®,
Florida, EUA), previamente inserido na bomba manual de véicuo (modelo AP-20S,
Sensidyne®, Florida, EUA). As mensuracdes foram realizadas de acordo com o manual do
fabricante da bomba, padronizando em 100 mL de gas para valores entre 25 a 1.000 ppm de
sulfeto de hidrogénio, com tempo de amostragem de 1,5 minutos. Nos momentos em que nao
houve alteracdo na coloracdo do tubo, repetiu-se a dosagem e, ndo se detectando alteracéo,
supds-se que o respectivo valor encontrava-se abaixo do limite inferior de deteccdo do tubo
(<25 ppm de H,S ruminal).

Os resultados da temperatura corporea, frequéncia cardiaca e respiratoria, motricidade
ruminal, do hemograma, do fibrinogénio plasmatico e da proteina plasmatica foram
submetidos a analise descritiva, constituida pelo calculo das médias aritméticas e dos desvios-
padrdo. A média e o0s desvios padrdo para o parametro da determinacdo da concentracdo do
sulfeto de hidrogénio ruminal foram calculados e submetidos a andlise estatistica no programa
GraphPad InStat verséo 3.0 para Windows (GraphPad Software) e foram avaliadas por anélise
de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Friedman. Diferenca estatistica foi considerada
para p< 0,05 (8). Para realizacdo da analise estatistica foi considerado o valor de 24 ppm nas
afericdes referentes aos valores inferiores a 25 ppm do sulfeto de hidrogénio ruminal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores medios da temperatura corporea, frequéncia cardiaca e respiratoria (tabela 1)
permaneceram dentro da faixa de normalidade para a espécie bovina (9).

A motricidade ruminal apresentou valores médios que variaram de 3,6 a 8,2
movimentos ruminais em cinco minutos (tabela 1). Radostits et al. (9) estabeleceram como
valores normais para bovinos “Bos taurus” de sete a dez movimentos em cinco minutos, ou
seja, valores superiores aos encontrados nos zebuinos avaliados. Entretanto, em nenhum
animal foi identificado sinal clinico sugestivo de doenca do trato digestorio, ndo sendo
observado alteracbes na postura, no comportamento, na forma abdominal e nos ruidos
ruminais a auscultagéo (9).

Os resultados dos exames laboratoriais (tabelas 2, 3 e 4) permaneceram dentro da faixa
de normalidade para a espécie bovina (9), indicando que durante o periodo experimental os
animais se mantiveram saudaveis.
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Tabela 1. Médias e desvios-padrdo dos valores de temperatura corporea (°C), frequéncias
cardiaca e respiratoria por minuto e motricidade ruminal em cinco minutos avaliados de
quatro bovinos nelores mantidos em pasto de Brachiaria decumbens.

Animais
1001 1028 1070 1100
Temperatura 39+0,35 38,9+0,43 38,87+0,23 38,8+0,17
Frequéncia cardiaca 71,9+£7,5 78,1453 69,3+4,1 66,7£3,9
Frequéncia respiratoria 24,52 4 27,7%5,9 25,6+2,6 31,6+3,7
Motricidade ruminal 59+14 51+15 7,111 6,2+1,4

Tabela 2. Médias e desvios-padréo dos constituintes do eritrograma de quatro bovinos nelores
mantidos em pasto de Brachiaria decumbens.

Eritrograma Animais
1001 1028 1070 1100
Hemacias (x10°/uL) 6,84+0,90 7,42+0,84 6,44+0,52 5,7£0,41
Hemoglobina (mg/dL) 10+1,41 10,67£1,09  9,32+0,67 7,69+0,70
Volume Globular (%0) 30,35+3,72  32,2£3,32  27,95+1,70 24,15+20
VGM (fL) 44,6+4,60  43,44+2,10 43,38+2,48  42,44+1,93
CHGM (%) 33,18+1,43 33,13+0,85 33,35+0,99  31,97+1,08

Tabela 3. Médias e desvios-padrao dos valores absolutos dos constituintes do leucograma de
quatro bovinos Nelores mantidos em pasto de Brachiaria decumbens.

Leucograma Animais
1001 1028 1070 1100

Leucécitos (x10% pL) 75+258  8,148:0,65  9,2895:1,41  9,014%1,10
Segmentados(x10%/ pL) 2,06¢1,01  1,5740,51 2,77+1,84 1,55+0,74
Linfécitos (x10¥ L)  5,855+1,37  6,04+0,79 5,66+0,96 6,54+0,74
Eosindfilos (x10% uL)  0,29+0,28  0,15+0,18 0,32+0,26 0,68+0,54
Bas6filos (x10%/ uL) 0,02+0,04 0 0,02+0,05 0,01+0,03
Monécitos (x10%/ uL)  0,39+0,30  0,33+0,21 0,48+0,32 0,19+0,13

Tabela 4. Médias e desvios-padrao do fibrinogénio (mg/dL) e proteinas totais (g/dL) de quatro
bovinos nelore mantidos em pasto de Brachiaria decumbens.

Animais
1001 1028 1070 1100
Fibrinogénio plasmatico (mg/dL) 315+110,67  365+120,30 375+108,65 325+123,04
Proteinas totais (g/dL) 6,57+0,27 6,66+0,50 6,41+0,32 6,7+0,27

Em relacdo ao consumo de enxofre pelos bovinos Nelore, considerou-se que a ingestao
da forragem foi de 2,5% do peso vivo, representando uma ingestdo de 0,15% de enxofre na
matéria seca. Para o célculo da ingestdo de enxofre na dgua foi estimado que um bovino de
350 kg mantido em temperatura ambiente de 28°C deve ingerir 37 litros de agua por dia (3),
totalizando consumo de 24 mg de enxofre por dia (0,0024% de enxofre na matéria seca), visto
que a concentracdo de enxofre obtida na agua foi de 0,65mg/L. Assim, os bovinos ingeriram
um total de 0,1524% de enxofre na matéria seca, estando no nivel recomendado (0,15%) por
Klasing et al. (10).
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A dosagem de gas sulfidrico ruminal, estabelecida por Gould et al. (7) e adaptada por
Cunha et al. (3) realizada na presente pesquisa, mostrou-se um exame complementar pratico
porque pode ser realizada a campo e forneceu de forma imediata estimativa da concentracdo
do sulfeto de hidrogénio ruminal.

Gould et al. (7) ao compararem a técnica da dosagem de gas sulfidrico ruminal
utilizando tubos colorimétricos com a cromatografia liquida de alta eficiéncia, nédo
observaram diferencas significativas entre os resultados obtidos, confirmando que a
metodologia empregada no presente estudo reflete valores confidveis da concentragéo de H,S
ruminal, sendo desnecessario 0 uso de outras técnicas para este proposito.

Na presente pesquisa verificou-se diferenca significativa (p<0,05) do animal 1070
comparando com o0s demais bovinos (tabela 5). Variacdes nos valores do sulfeto de
hidrogénio ruminal entre os animais do mesmo grupo também foram relatadas por Niles et al.
(11). Isto indica que o metabolismo ruminal do enxofre € rapido e que as concentracfes do
gés sulfidrico ruminal sdo dinamicas e se modificam rapidamente em resposta ao consumo de
enxofre e a capacidade de absorcao pela parede do ramen (12).

Tabela 5. Valores médios e desvios-padrao (x + o) do sulfeto de hidrogénio ruminal (ppm),
obtidos em 10 momentos, com intervalos de 96 horas, em quatro bovinos nelore mantidos em
pasto de Brachiaria decumbens.

Animais
1001 1028 1070 1100

Concentracdo H,S (ppm) | 24,9+1,85a 26,9+4,01a 54,3+31,43b 39,4+22 49a
Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os animais.

Os valores detectados do gas sulfidrico ruminal no presente estudo foram superiores a
25 ppm e inferiores a 100 ppm (dados ndo apresentados), concentracfes inferiores aos
descritos como normais (inferiores a 500 ppm) por Gould et al. (7), Loneragan et al (12) e
Niles et al (11). Entretanto, os referidos autores utilizaram metodologia semelhante de
dosagem de H,S ruminal em bovinos “Bos taurus”. Cunha et al. (3) detectaram elevados
teores de gas sulfidrico ruminal (5.000ppm) em bovinos nelore confinados e alimentados
exclusivamente com feno que continha elevados teores de enxofre na andlise mineral foliar
(0,37% da matéria seca). Cunha et al. (4) relataram um surto de PEM em bezerros da raca
Red Angus mantidos semi-confinados no Rio Grande do Sul e observaram que as
concentracdes de sulfeto de hidrogénio ruminal variaram de 1.000 a 2.500 ppm, indicando
que os animais estavam consumindo enxofre em quantidades elevadas (0,38% da matéria
seca) na dieta.

Os casos de PEM descritos em bovinos “Bos taurus” criados extensivamente no Brasil
(13) ndo tiveram os valores de H,S ruminal aferidos e ndo foram encontrados na literatura
nacional compilada valores de referéncia para este composto em bovinos nelore criados
extensivamente. Isto justifica a importancia deste trabalho, pois, a bovinocultura brasileira de
corte € baseada na criacdo extensiva sustentada pelas forrageiras, sobretudo a Brachiaria
decumbens, além do fato de que aproximadamente 80% dos bovinos criados extensivamente
séo da raca Nelore.

A técnica de dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal pelos tubos colorimétricos é
uma ferramenta util para monitorar situagdes de risco e auxiliar no diagnostico definitivo da
PEM por enxofre. A utilizacdo desta metodologia associada a analise de enxofre na dieta e na
agua estabeleceriam a participagdo do enxofre nos casos de PEM no Brasil (3-5), bem como
auxiliaria no diagnéstico diferencial de outras causas de encefalopatias (13).
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que a técnica para dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal
utilizando tubos colorimétricos foi de facil execugdo a campo e que bovinos nelore mantidos
em pasto de Brachiaria decumbens com 0,15% de enxofre na matéria seca apresentam
concentra¢do minima de 25 ppm e méxima de 100 ppm de gas sulfidrico ruminal.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos realizados encontram-se de acordo com as normas e principios
éticos de experimentacdo animal, estabelecidos pela Camara de Etica em Experimentacio
Animal da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo o experimento aprovado pela mesma (Protocolo
n°117/2006-CEEA) em 21 de setembro de 2006.
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