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Resumo: Parareduzir o uso de animais na pesquisa cientifica, métodos substitutivos tém sido desenvolvidos, dentre eles
agueles que simulam digestdo e fermentagdo intestinal. Neste trabalho avaliou-se a compatibilidade de resultados de
digestibilidade e produtos de fermentaco intestinal obtidos por métodos in vitro em relacdo ao obtidos em animais (in vivo).
Resultados de dezenove ensaios de digestibilidade e produtos de fermentagdo foram usados como referéncia. Para a
comparacao dos coeficientes de digestibilidade (CDA) da matéria seca (MS) e organica (MO), utilizou-se dois métodos in
vitro: 1- simulando apenas as etapas de digestdo no estbmago e intestino delgado (DIV); 2- a DIV seguida por uma etapa de
fermentagdo no intestino grosso (DIV+FIV). Os resultados de DIV +FIV foram ainda comparados com as concentracfes de
produtos de fermentag&o nas fezes dos gatos. As médias dos CDAs obtidos paraa DIV MO foram semelhantes aos obtidos in
vivo (p>0,05). Dentre os par@metros fermentativos, foram obtidas correlagdes significativas entre os métodos in vitro e in
vivo para o pH, acido acético e butirico (r=0,60; 0,54 e 0,58 respectivamente). Diante dos resultados, foi observado que os
métodos in vitro apresentam elevado potencial de validacgo como métodos substitutivos em gatos.
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COMPATIBILITY OF RESULTSBETWEEN DIGESTIBILITY COEFFICIENTS AND
FERMENTATION PRODUCTSOBTAINED BY IN VIVO AND INVITRO METHODS FOR
NUTRITIONAL STUDIESIN CATS

Abstract: To reduce the use of animals in scientific research, substitute methods have been devel oped, among them those
that simulate digestion and intestinal fermentation. In this study, the compatibility of digestibility results and intestinal
fermentation products obtained by in vitro methods concerning animals (in vivo) was obtained. Nineteen results of
digestibility tests and fermentation products were used as a reference. For comparison of the coefficients of digestibility
(ADC) of dry (DM) and organic matter (OM), two in vitro methods were used: 1- Simulating only stomach digestion and
small intestine (DIV); 2- DIV followed by a fermentation step in the large intestine (DIV+FIV). The results of in vitro
fermentation were also compared to the fermentation product concentrations in cat feces. The average of the ADCs obtained
for the DIV OM was similar to those obtained in vivo (p> 0.05). Among the fermentative parameters, significant correlations
were obtained between in vitro and in vivo methods for pH, acetic and butyric acid (r = 0.60; 0.54 and 0.58 respectively).
With these results, it can be observed that in vitro digestion and fermentation methods have a high validation potentia as
substitute methodsin cats.
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Introducdo: O conhecimento da influéncia de um alimento sob a digestibilidade e produtos de fermentacéo (PF) é
fundamental na determinac&o da qualidade nutricional. Os métodos mais empregados para a estimar estas propriedades s80 0s
in vivo, que apesar de serem referéncia, apresentam alguns fatores limitantes, como custo elevado, devido a manutencdo dos
animais e da infraestrutura. Associado a isso, também héa a tendéncia mundial na reducdo de estudos com uso de animais,
porém, que dependem da validacdo de métodos substitutivos. Modelos in vitro que simulam a digestéo e fermentac&o, podem
apresentar vantagens, como a reprodutibilidade, reducdo dos custos e maior possibilidade de padronizac&o, tornando
importante investir em pesquisas neste campo. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi comparar os resultados de
digestibilidade e fermentac&o in vitro com dados obtidos em ensaios com gatos, aém de avaliar seu potencial preditivo.

Material e M étodos. Foram utilizados os dados de 19 ensaios de digestibilidade e determinacdo de parémetros fermentativos
em gatos, utilizando alimentos secos extrusados, como referéncia para a avaliagdo dos métodos in vitro. Estes ensaios foram
realizados com 6 animais cada.Na primeira parte do estudo, foram comparados e correlacionados os coeficientes de
digestibilidade (CDA) da matéria seca (MS) e organica (MO) por dois métodos in vitro: 1- mono compartimental simulando
as etapas de digestéo gastrica e intestino delgado (DIV) (HERVERA et al., 2007); 2- a DIV seguida pela fermentagdo em
inoculo fecal de gato, simulando a fermentag&o no intestino grosso (DIV+FIV). Por este Gltimo, primeiro as amostras foram
digeridas (MEINERI et al., 2021) e, posteriormente, passaram por processo fermentativo (WILLIAMS et al., 2005), para
posterior determinagdo dos CDAS.Os parédmetros fermentativos dos estudos in vivo foram usados como referéncia para a
comparagdo com 0s mesmos parametros determinados no in vitro (FIV). Foram analisadas as seguintes variaveis: pH
(WALTER et a., 2005), ambnia (VIEIRA, 1980), lactato (PRY CE, 1969), acetato, propionato, butirato, isobutirato, valerato,
isovalerato e 4-metilvalerato (ERWIN et al., 1961). A analise estatistica da digestibilidade, foi realizada por andlise de
variancia, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey e correlagdo de Pearson entre os métodos in vivo e ambos in
vitro. Para PF, foi realizado teste T student e correlacdo de Pearson entre os resultados in vitro e in vivo. Vaores de p<0,05
foram considerados significativos.



Resultado e Discussdo: Em relagéo aos resultados da digestibilidade, apenas CDA da MO pela DIV apresentou semelhanca
com o método in vivo (Tabela 1). Estes resultados sdo compativeis com outro estudo realizado por Ponciano Neto et al.
(2015), no qual também foi utilizado uma metodologia adaptada de Hervera et al. (2007) em gatos, e foram observados
valores semelhantes em relagdo ao ensaio com animais. No presente estudo, também houve correlaggo significativa e positiva
entre 0s CDAsdaMS e MO in vivo ein vitro por ambas as metodologias (DIV e DIV+FIV) (Tabela 2). Os maiores CDAs da
M S observados para as metodologias DIV e DIV+FIV podem estar relacionadas a fécil solubilizacdo da matéria mineral que,
possivelmente, ocasionou na perda deste componentes durante a filtragem, gerando resultados superestimados (SOUTAR et
al., 2021).Para os parametros fermentativos, os valores de pH, &cido acético e butirico apresentaram correlagdo positiva e
significativa (Tabela 3). Estudos comparando metabdlitos de fermentacdo in vivo e in vitro ndo sdo comuns, por conta da
dificuldade de simular estes processos devido a dinamica do trato gastrointestinal, de absorcéo e secregdo de compostos, que
ndo ocorre in vitro (DEN BESTEN et al., 2013). Apesar das correlagdes observadas neste estudo para alguns parémetros
fermentativos, arazdo molar de acidos graxos volateis diferiu entre metodologias, além de ocorrer aumento de acidos graxos
de cadeia ramificada para a metodologia in vitro. Uma das possiveis justificativas para essas diferencas, pode estar associado
a0 substrato utilizado naFIV (HESTA et al., 2001).

Tabela 1. Digestibilidade (%) da matéria seca e organica determinados pelos métodos in vivo e in vitro.

Parametro In vive DIV DIV+FIV Desvio-padrao Valor p*
CDMS 80,42° 84,97 87,43 2,211 0,0001
CDMO 84.96" 84,53 87.61* 2.027 0.0001

Legenda: CDMS: Coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDMO: Coeficiente de digestibilidade da matéria orgénica;
VIV: Metodologia in vivo; DIV: Digestibilidade in vitro (Hervera et al., 2007); FIV: Digestibilidade in vitro (Meineri et al.,
2021) associado a fermentagao i vitre (Williams et al., 2005). ¢ Médias seguidas por letras em comum na linha nao diferem
pelo teste Tukey a 5%. *Valores com p<0,05 sdo considerados com significancia

Tabela 2. Correlagao de Pearson (r) entre o método in vivo e metodologias in vitro para coeficiente de
digestibilidade da matéria seca e organica.

Parametro DIV DIV+FIV
Invivo MS 0,609 (p=0,006) 0,584 (p=0,009)
T vivo MO 0,789 (p=0,0001) 0,659 (p=0,002)

Legenda: MS: Matéria seca; MO: Matéria organica; DIV: Digestibilidade in vitro (Hervera et al., 2007); FIV: Digestibilidade
in vitro (Meineri et al., 2021) associado a fermentagao in vitro (Williams et al., 2005). *Valores com p<0,05 sdo considerados
com significancia

Tabela 3. Correlacdo de Pearson (1) dos parametros fermentativos entre as metodologias in vivo e FIV.

Parimetro r Valor — p*
pH 0,596 0,007
Amonia 0,169 0,489
Lactato -0,193 0,429
Acético 0,541 0,017
Propionico 0,345 0,148
Butirico 0,576 0,009
Isobutirico 0,344 0,149
Valérico 0,414 0,078
Isovalérico 0,302 0,209
4 metil valérico 0,148 0,544

Legenda: FIV: Digestibilidade in vitro (Meineri et al., 2021) associado a fermentacao in vitro (Williams et al.,
2005). *Valores com p=<0,05 sdo considerados com significancia

Conclusdo: O método de Herveraet a. (2007) apresentou el evada capacidade preditiva para CDA daMO e, a adi¢do de uma
etapa fermentativa ndo melhorou a predi¢do do método in vitro. A respeito dos PF, a FIV apresentou resultados distintos do
método in vivo, mas com coeficiente de correlacdo significativo entre os métodos. Estes resultados demonstram potencial
paravalidag8o destas técnicas futuramente.
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