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Resumo

SILVA JUNIOR, Jarbas Miguel, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2018.
Excrecao urinaria de derivados de purinas e de compostos nitrogenados em novilhas
Nelore em pastejo e recuperacio da creatinina na urina de bovinos em fung¢io do
armazenamento da amostra. Orientadora: Luciana Navajas Renno. Coorientadores:
Sebastido de Campos Valadares Filho e Edenio Detmann.

O presente trabalho foi desenvolvido com os objetivos de avaliar a excre¢ao de creatinina
para validacdo da coleta spot de urina, bem como as excrecdes de derivados de purinas
(DP) e compostos nitrogenados (CN) e suas relagcdes com a creatinina em novilhas Nelore
suplementadas a pasto (Capitulo 1); objetivou-se também avaliar a recuperacao da
creatinina em func¢do do tempo e de diferentes temperaturas de armazenamento (Capitulo
2). O experimento referente ao Capitulo 1, foi conduzido no setor de gado de corte da
Universidade Federal de Vigosa/MG, utilizando-se cinco novilhas Nelore com peso
corporal (PC) médio de 400 + 15kg, distribuidas em quadrado latino 5x5. Os cinco
tratamentos experimentais se basearam na suplementacdo proteico-energética
(concentrado com 22% de proteina bruta na matéria seca (MS), fornecido as12h), baseada
no PC (0, 3, 6, 9 e 12 g/lkg PC (PCO, PC3, PC6, PC9 e PC12, respectivamente)). Os
animais receberam sal mineral ad /ibitum. Cada periodo experimental teve duracao de 16
dias, sendo 12 de adaptacgdo a dieta e quatro de coleta. A coleta total de urina e amostral
de fezes, foi realizada em trés dias, nos horarios das 0h00-4h00, 4h00-8h00, 8h00-12h00,
12h00-16h00, 16h00-20h00 e 20h00-24h00. A coleta de spot de urina, foi realizada a cada
4 horas, assim como as coletas de liquido ruminal e sangue nos horarios das 0, 4, 8, 12,
16, 20 horas. Para a coleta total de urina, utilizou-se sonda de Folley n°26, acoplada a
mangueira de polietileno que conduziu a urina até uma bolsa coletora de urina por sistema
fechado, que foi esvaziada a cada quatro horas. A amostragem da urina coletada foi
realizada a cada 4 horas, nos mesmos horarios descritos para a coleta de sangue, medindo-
se o volume e retirando-se duas amostras, uma diluida com solucao H2SO4 0,036N e
outra ndo diluida. Para determinagao da excrecao fecal, utilizou-se o didxido de titanio,
fornecido na quantidade total didria de 15g, entre os dias 8° ¢ 16° de cada periodo. Para
estimativa do consumo de pasto, utilizou-se a fibra indigestivel em detergente neutro
(FDNi1) como indicador interno. Realizou-se coleta de pasto pela técnica do quadrado para
determinagdo da MS potencialmente digestivel (MSpd) no terceiro dia de cada periodo
experimental. Nos dias 13° e 16° de cada periodo, realizou-se simulac¢do de pastejo para

estimar a composi¢cao do pasto ingerido. Nas amostras de urina foram determinadas as
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concentragdes de creatinina, nitrogénio total urinario (NU), ureia (NUreia), acido urico
(AU) e alantoina (AL). Para andlise estatistica utilizou-se o programa estatistico Proc
Mixed do SAS 9.4. A avaliagdo da adequagdo da melhor forma de coleta de urina foi
realizada utilizando a raiz quadrada do quadrado médio do erro da predicao (QMEP) entre
as amostras de urina obtidas por meio da coleta spot. O experimento, referente ao Capitulo
2, foi realizado no Departamento de Zootecnia da UFV. Foram utilizadas urina de vinte
e cinco animais, dez provenientes da raca Nelore e quinze da raga Holandesa. As urinas
(10 de Nelore e 10 de Holandés) foram diluidas em solucdo de H2SO4 0,036N,
fracionadas e conservadas em temperatura ambiente, resfriadas (4°C) e congeladas (-20°C
e a -40°C), analisadas em diferentes dias apds a coleta (1, 3,7, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 dias). Imediatamente apos a coleta, a urina foi diluida e seu pH corrigido para valor
inferior a 3, e a urina foi analisada, dando origem ao valor de creatinina, resultado
utilizado como valor de referéncia da concentracdao de creatinina na amostra. Este valor
referéncia, foi utilizado como divisor dos valores de creatinina obtidos nos dias da analise,
por amostra, obtendo-se o valor de creatinina relativa, o que permite a observacdo do
aumento ou diminui¢ao da concentracao de creatinina ao longo do tempo. Para avaliar a
conversao de creatina em creatinina na urina de bovinos, utilizou-se urina proveniente de
cinco bovinos da raca Holandesa. Estas urinas também foram diluidas e tiveram seu pH
corrigido para valor inferior a 3. Para avaliar o efeito da adi¢do de creatina na urina,
adicionou-se solucdo de creatina (concentragdes de 20, 40 e 60 mg/dL) nos eppendorf
contendo urina diluida. Estas urinas foram analisadas em diferentes dias apos a coleta (1,
3, 7, 15, 30 e 45 dias), sendo armazenadas nas mesmas temperaturas descritas
anteriormente. No capitulo 1 observou-se efeito linear positivo (P=0,001) sobre o
consumo de MS total devido ao aumento nas quantidades de suplemento fornecido aos
animais, porém observou-se efeito quadratico (P=0,018) sobre a ingestdo de MS
proveniente do pasto. A ingestdo de N diferiu entre os tratamentos (P<0,05), causado pelo
aumentou na ingestdo de suplemento, o que possibilitou aumento (P=0,001) na ingestao
de CN. O fornecimento de suplementacgao possibilitou efeito sobre a concentracao de N
amoniacal ruminal (P<0,05). A concentracdo de N uréico no soro (NUS) foi afetada
(P<0,05) pelo fornecimento de concentrado no periodo de 24 horas, porém o tratamento
PCO ndo apresentou variacao na concentracdo de NUS (P>0,05), em fun¢do da auséncia
de suplementacdo. A excre¢do de creatinina diaria foi de 23,01 + 0,19 (22,82 — 23,2)
mg/kgPC. As excre¢des de AL, AU e DP, em mmol, foram influenciadas linearmente

pelos tratamentos (P=0,002; P=0,004; P=0,003, respectivamente). A sintese de nitrogénio
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microbiano (NM) foi influenciada, assim como as excre¢des de DP, linearmente
(P=0,001) pelos tratamentos. As relagdes entre AL, AU e DP com a creatinina, ndo foram
influenciadas pelos dias de coleta, periodos de coleta, tratamentos e suas interagdes
(P>0,05), apresentando média de relacdes de 1,36 para AL:creatinina, 0,121 para
AU:creatinina e 1,48 para PD:creatinina. Além do efeito de tratamento sobre a excre¢ao
de NU e NUrea, a excre¢do de CN na urina foi influenciada (P<0,05) também pelos
periodos de coleta. As relagdes NU:creatinina e NUreia:creatinina na urina ndo
apresentaram efeito (P>0,05) de tratamento, dias e periodos de coleta. A avaliagdo
comparativa da excre¢do de creatinina observada nas amostras obtidas a partir da coleta
total de urina, a cada 4 horas por 3 dias, com as amostras spot de urina obtidas em
momentos pontuais (as 12, 16, 20, 0, 4 e 8 horas), demonstrou niao haver diferenca
(P>0,05) entre as duas formas de coleta estudadas. A observagdo das relacdes
AL:creatinina e AU:creatinina, nos métodos de coleta avaliados neste estudo, possibilitou
a observagdo de que ndo houve variagao (P>0,05) entre as amostras obtidas na forma de
coleta total ou spot de urina. Na andlise das relagdes NU:creatinina e NUreia:creatinina,
observou-se que os horarios das amostras obtidas as 4, 8, 12, 16 e 20 horas, foram
similares (P>0,05) independentemente do método de amostragem. Entretanto, no horario
da meia noite (amostragem 20h00-24h00, coleta total/0 hora, coleta spot de urina),
observou-se variacao na excre¢ao de NU (inclinagao, P=0,03) e de NUreia (inclinagao,
P=0,01; e intercepto, P=0,03), indicando que coletas spot de urina realizadas neste
horario, ndo representariam a excrecao de CN ao longo do periodo de 24 horas. Conclui-
se que a excre¢do de creatinina é constante em 24h e estima adequadamente o volume
urinario em bovinos mantidos em pastejo; e que uma Unica amostra spot de urina obtida
no pasto, em qualquer horario do dia, pode ser usada para estimar a excre¢ao de derivados
de purinas. Para a estimativa da excrecao de CN na urina sdo necessarias duas amostras
spot de urina, uma quatro horas antes e outra quatro apds a suplementagdo, em bovinos
em pastejo. Os principais resultados do capitulo 2 foram que, a recuperagdo da creatinina
foi constante (P>0,05) até o décimo quinto dia de armazenamento, independente da
temperatura utilizada. A partir do 30° dia de armazenamento houve efeito de tempo e/ou
temperatura (P<0,05) na recupera¢do de creatinina na urina de bovinos. As amostras
armazenadas em temperatura ambiente e a 4°C apresentaram aumento na concentracao
da creatinina relativa com o passar dos dias (P<0,05). As amostras congeladas (-20°C e a
-40°C) mantiveram a recuperagdo constante (P>0,05). A adicdo de creatina na urina

causou aumento (P<0,05) nas concentragdes de creatinina nas amostras armazenadas a
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temperatura ambiente e em refrigeragdo, a partir de 30 dias de armazenamento. Nas
amostras armazenadas em temperaturas de congelamento, ndo houve alteragdo na
concentragdo de creatinina (P>0,05). Amostras de urina podem ser armazenadas em
qualquer temperatura estudada até quinze dias apos a coleta para determinacao da
concentracdo de creatinina. Amostras que necessitem tempos de armazenamentos

superiores a quinze dias devem ser congeladas a -20°C ou -40°C.



Abstract

SILVA JUNIOR, Jarbas Miguel, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2018.
Urinary excretion of purine derivatives and nitrogen compounds in Nellore heifers
kept on pasture and creatinine recovery in bovine urine as a function of sampling
storage. Adviser: Luciana Navajas Renn6. Co-Advisers: Sebastido de Campos Valadares
Filho and Edenio Detmann.

Aimed to evaluate the creatinine excretion to validate the urine spot sampling technique,
as well as the excretions of purine derivatives (PD) and nitrogen compounds (NC) and
their relationship with creatinine in Nelore heifers supplemented on pasture (Chapter 1);
Were also aimed evaluate the recovery of creatinine as a function of time and different
storage temperatures (Chapter 2). The experiment related to Chapter 1 were conducted in
the beef cattle department of the Federal University of Vigosa/MG, using five Nelore
heifers with mean body weight (BW) of 400 = 15 kg, distributed in 5x5 Latin square. The
five experimental treatments were based on protein-energy supplementation (concentrate
with 22% crude protein in dry matter (DM) bases) offered based on BW (0, 3, 6, 9 and
12 g’lkg BW (BWO0, BW3, BW6, BW9 and BW12, respectively)). Each experimental
period had a duration of 16 days, 12d to diet adaptation and four to sampling of urine,
feces, blood and ruminal fluid. The total collection of urine and spot of feces sample was
performed in three days, from 0:00-4:00, 4:00-8:00, 8:00-12:00, 12:00-16:00, 16:00-
20:00 and 20:00-24:00. Sampling spot of urine was performed for 24 hours, as well as
the collection of ruminal fluid and blood at the times of 0, 4, 8, 12, 16, 20 hours. For total
urine collection, a Folley n°26 probe was used, coupled with a polyethylene hose that
carried the urine to a closed urine collection bag, which was emptied every four hours.
Sampling of the urine was performed every 4 hours, at the same times as described for
blood sampling, by measuring the volume and taking two samples, one diluted with
0.036N H2SO4 and one undiluted. To determine fecal excretion, titanium dioxide,
supplied in the total daily amount of 15 g, was used between days 8th and 16th of each
period. In order to estimate pasture consumption, indigestible neutral detergent fiber
(1INDF) was used as the internal marker. Pasture was collected by the square technique to
determine the potentially digestible DM (pdDM) on the third day of each experimental
period. On the 13th and 16th days of each period, manual grazing simulation was
performed to estimate the composition of the pasture. In the urine samples, the
concentrations of creatinine, total urinary nitrogen (UN), urea (UreaN), uric acid (UA)

and allantoin (AL) were determined. Statistical analysis was performed using SAS's 9.4
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Proc Mixed statistical software. The evaluation of the adequacy of the best form of urine
collection was performed using the square root of the mean square of the prediction error
(MSPE) among the urine samples obtained through spot sampling. The experiment,
referring to Chapter 2, was carried out at the Animal Science Department of the UFV.
Urine of twenty-five animals, ten from the Nelore and fifteen from the Holstein, were
used. Urine samples (10 from Nelore and 10 from Holstein) were diluted in 0.036/N
H2S04, fractionated and stored at room temperature, cooled (4°C) and frozen (-20°C and
-40°C), being analyzed different days after sampling (1, 3, 7, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 days). Immediately after sampling, the urine was diluted, and its pH corrected to less
than 3, and the urine was analyzed, giving a result used as a reference value of the
creatinine concentration in the sample. This reference value was used as a divider of the
creatinine values obtained on the days of the analysis, per sample, obtaining the relative
creatinine value, which allows the observation of increase or decrease in creatinine
concentration over time. To evaluate the conversion of creatine to creatinine in the urine
of cattle, urine from five Holstein cows was used. These urines were also diluted and had
their pH corrected below 3. To evaluate the effect of adding creatine to the urine, creatine
solution (concentrations of 20, 40 and 60 mg/dL) was added to eppendorf containing
diluted urine. These urines were analyzed on different days after sampling (1, 3, 7, 15, 30
and 45 days), being stored at the same temperatures described previously. In Chapter 1,
a positive linear effect (P=0.001) was observed on the total DM intake due to the increase
in the amount of supplementation provided to the animals. However, a quadratic effect
(P=0.018) was observed on DM intake from pasture. Intake of N differed among
treatments (P<0.05), caused by increased supplement intake, which allowed an increase
(P=0.001) on the intake of N NC. The supply of supplementation influenced the ruminal
ammoniacal N concentration (P<0.05). Serum urea N concentration (SUN) was affected
(P<0.05) by the supply of concentrate in the 24-hour period, once the BWO treatment did
not show a variation in the SUN (P>0.05), as a function absence of supplementation. The
creatinine excretion daily was 23.01 £ 0.19 (22.82 - 23.2) mg/kgBW. Excretions of AL,
UA and PD, in mmol, were influenced by treatments (P=0.002, P=0.004, P=0.003,
respectively). Microbial N synthesis (NM) was influenced, as well as the excretions of
PD (P=0.001) by the treatments. The ratios between AL, UA and PD with creatinine were
not influenced by collection days, collection periods, treatments and their interactions
(P>0.05), with an average ratios of 1.36 for AL:creatinine, 0.121 for UA:creatinine and

1.48 for PD:creatinine. In addition to the treatment effect on UN and UreaN excretion,
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urine excretion of NC was also influenced (P<0.05) by collection periods. The
UN:creatinine and UreaN:creatinine ratios showed no treatment effect (P>0.05), days and
collection periods. The comparative evaluation of creatinine excretion observed in the
samples obtained from the total collection of urine, sampling every 4 hours per 3 days,
with the urine spot samples obtained at punctual moments (at 12, 16, 20, 0, 4 and 8 hours),
showed no difference (P>0.05) between the two techniques of sampling. The observation
of AL:creatinine and UA:creatinine of the two methods evaluated in this study allowed
the observation that there was no variation (P>0.05) between the samples obtained in the
form of total collection or urine spot. The analysis of the UN:creatinine and
UreaN:creatinine ratios, it was observed that the sample times obtained at 4, 8, 12, 16 and
20 hours were similar (P>0.05) regardless of the sampling method. However, at midnight
(sampling 20h00-24h00, total collection/Oh, urine spot collection), there was variation in
the excretion of UN (slope, P=0.03) and UreiaN (slope, P=0.01, and intercept, P=0.03),
indicating that urine spot collections performed at this time would not represent NC
excretion over the 24-hour period. Concluded that creatinine excretion is constant in 24
hours and adequately estimates the urinary volume in beef cattle kept in pasture; and that
a single urine spot sample obtained in the pasture, at any time of the day, can be used to
estimate the purine derivatives excretion. However, two urine spot samples, one obtained
four hours before and other four hours after supplementation, are required for the
estimation of excretion of CN in urine in grazing cattle. The main results of Chapter 2
were that the creatinine recovery was constant (P>0.05) until the 15th day of storage,
regardless of the temperature used. From the 30th day of storage there was a time and/or
temperature effect (P<0.05) on the recovery of creatinine in bovine urine. Samples stored
at room temperature and at 4°C showed an increase in relative creatinine concentration
with the passage of days (P<0.05). Frozen samples (-20°C and -40°C) maintained the
constant recovery (P>0.05). The addition of creatine in the urine caused an increase
(P<0.05) on creatinine recovery in the samples stored at room temperature and in
refrigeration, after 30 days of storage. In samples stored at freezing temperatures, there
was no change in creatinine recovery (P>0.05). Urine samples can be stored at any
temperature evaluated to 15 days after collection for determination of creatinine
concentration. Samples requiring storage times greater than 15 days should be frozen at -

20°C or -40°C.
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Introducio Geral

A maior parte do nitrogénio (N) que alcanga o intestino delgado dos ruminantes ¢
proveniente da fermentacao microbiana. A microbiota presente no rimen, ao captar o N
soluvel, ou promovendo a quebra das ligacdes entre aminoacidos e os tornando
disponiveis para utilizacdo pela propria microbiota, sintetiza, a sua propria proteina
(Russel et al., 1992).

Um dos objetivos bésicos da nutri¢ao de ruminantes ¢ a maximizagao do fluxo de
proteina microbiana do rimen para o intestino delgado, visto que esta apresenta excelente
perfil de aminodcidos (Schwab, 1996; Valadares Filho e Valadares, 2001) e atende entre
50 e 100% da exigéncia de aminoacidos do animal (NRC, 1996). Desta forma, a
estimativa da sintese de proteina microbiana ¢ de grande importancia para entender a
eficiéncia de uso de N pelos ruminantes (Zhou et al., 2017).

O entendimento da dindmica na utilizagdo de N pelos animais torna-se importante
principalmente em estudos que visem o atendimento das exigéncias nutricionais dos
animais, para mantenga, ganho de peso, etc. Dietas com déficit de N, geram atrasos nos
ciclos da producao animal, devido a falta de substrato para a microbiota poder degradar
a fibra. Porém se hé excessos, estes podem gerar grandes perdas de N através das fezes e
da urina (Pereira, 2009). Sendo através da urina o principal meio de excrecdo de
compostos nitrogenados (CN) em mamiferos.

O balanco de N (BN), resultado direto da quantidade que o animal ingere menos
o que ele excreta, permite um entendimento do estado proteico do animal, principalmente
em animais mantidos em pastejo recebendo algum tipo de suplementagdo com CN.

Na produgdo de bovinos mantidos em pastejo, 0 manejo nutricional constitui um
dos principais fatores a ser considerado, uma vez que o pasto de clima tropical
dificilmente apresenta teores de proteina bruta (PB), energia, minerais e vitaminas que
formem uma dieta balanceada para os ruminantes (Detmann et al., 2014; Paulino et al.,
2014). A preocupacao com a excrecao de CN na urina, se da principalmente pelo fato de
que este ¢ o nutriente/elemento mais caro na alimentagdo animal (Paulino et al., 2001;
Valadares Filho et al., 2006; Pereira, 2009; Alves et al., 2009).

A taxa e extensdo com que ocorre a degradacdo da PB do alimento pelos
microrganismos no rumen sao fatores que afetam o aporte de aminodcidos para o intestino

delgado. A disponibilidade de carboidratos também pode afetar a eficiéncia de utilizacao



dos CN, uma vez que sdo fonte energética para os microrganismos (Cavalcante et al.,
2006).

A saida do N amoniacal do raimen (NAR) se d& por incorporacdo a matéria
microbiana, pela absor¢do na parede ruminal ou pelo fluxo de NAR para o abomaso
(Nolan, 1993). Quanto maior for a degradagao da proteina dietética, maior a producao de
amonia e, possivelmente, maiores as perdas urinarias de CN (Russell et al. 1992).

Nos mamiferos a principal forma de excre¢do de CN na urina ¢ na forma de ureia,
podendo representar cerca de 80% do N excretado através da urina em dietas contendo
entre 9 e 21% de PB (Marini ¢ Van Amburgh, 2003). Quando a sintese de amodnia no
rimen se torna maior que a sua utilizagdo, ocorre aumento nas taxas de sua absor¢ao pela
parede do rimen, e entdo ¢ carreada pela corrente sanguinea até o figado onde sera
detoxicada a ureia pelo ciclo da ornitina com gasto de energia (Visek, 1984; Russell et al.
1992; Van Soest, 1994).

Essa molécula de ureia pode retornar ao rimen através da parede ruminal e ou
saliva, com maior fluxo de retorno quando a concentracdo de N na dieta diminui
(Valkeners et al., 2006). O desempenho dos microrganismos celuloliticos no rimen esta
intrinsicamente ligado a qualidade e quantidade dos compostos fibrosos e de N nao
proteico. A concentragdo minima de NAR recomendado pelo NRC (1996) para manter a
atividade microbiana ¢ de 5 mg/dL e, assim, permitir a efetiva digestdo da matéria
organica (MO). Detmann et al. (2014a) relataram que a NAR deve ser mantida ao redor
de 15 mg/dL, uma vez que nesta concentragao permite-se elevar o consumo de fibra em
detergente neutro, maximizacao da degradacdo dos componentes fibrosos da dieta,
melhorando a eficiéncia microbiana, aumentando assim a sintese de proteina microbiana.

Animais mantidos em sistema de pastejo, onde a pastagem apresenta baixa
qualidade (PB menor que 7%), terdo como elemento limitante para o crescimento dos
microrganismos o N (Detmann et al., 2009). Batista et al. (2016) ao avaliarem a resposta
nos niveis de CN de bovinos em confinamento alimentados com mudangas nas
concentracoes ¢ na forma de fornecimento destes CN, observaram mudangas nas
concentracoes de NAR destes animais, tendo como menor valor de NAR (5,1 mmol/L)
para os animais no tratamento controle (sem suplementagdo proteica), assumindo assim
que o principal mecanismo para manter o aporte de CN para crescimento seja a
reciclagem de N. Ocorre maximizagdo na transferéncia de ureia do sangue para o rimen,
quando a concentracdo de NAR atinge valores entre 3,6 e 5,6 mmol/L (Batista et al.,

2016).



Uma forma de corregdo da deficiéncia de N na dieta, ¢ a suplementagao com CN,
que tende a aumentar o consumo e a digestibilidade da matéria seca (Lazzarini et al.,
2009; Sampaio et al., 2010), garantindo melhores indices produtivos, com maiores ganhos
de peso, aumentando-se também o fluxo de ureia para o rumen via saliva e/ou parede
ruminal (Wickersham et al., 2008). Contudo, havendo maior ingestao de N na dieta, com
consequente picos na producdo e concentracdo sérica de ureia, ocorre maior quantidade
de ureia filtrada pelos rins e, assim, observa-se aumento na excre¢do de CN na urina
(Russell et al., 1992; Rocha et al., 2016).

Desta forma, a ureia excretada na urina esta relacionada diretamente com as suas
concentragdes no plasma e com a ingestao de N (Van Soest, 1994; Valadares et al., 1999).
Broderick e Clayton (1997) relataram que o aumento nas concentragdes de ureia no
plasma pode significar um uso ineficiente da proteina da dieta. Observa-se aumento no
pico de ureia plasmatica cerca de 4 a 6 horas apos a alimentagao (Valadares et al., 1999).
Valadares et al. (1997) observaram maior produ¢do microbiana quando os niveis de ureia
no plasma se encontraram ao redor de 12 a 15 mg/dL, o que provavelmente seria o limite
a partir do qual comecaria a haver maiores perdas de N através da urina, de novilhos
zebuinos em confinamento, alimentados com ragdes contendo de 7 a 14,5% de PB na
dieta.

Os métodos utilizados para medir a quantidade de CN microbianos baseiam-se em
marcadores microbianos, como bases purinas (RNA), acido 2,6 diaminopimélico
(DAPA), ¥S e N, e a utilizagdo dessas metodologias, requer que os animais sejam
preparados cirurgicamente (Broderick e Merchen, 1992). Dessa forma ha a necessidade
de simplificacdo das técnicas experimentais com geragdo de técnicas menos invasivas
para quantificar a sintese de proteina microbiana. Ao longo dos ultimos anos, tem sido
demonstrado que coletas de urina tém grande aplicagdo na quantificacdo da proteina
microbiana através da excrecao urinaria de derivados de purinas (DP) (Perez et al., 1996;
Pereira, 2009).

O método de excrecao de DP assume que o fluxo duodenal de acidos nucléicos ¢
essencialmente de origem microbiana e, apos digestdo intestinal dos nucleotideos de
purinas, as bases adenina e guanina, presentes no RNA e no DNA microbiano, sdao
catabolizadas e excretadas proporcionalmente na urina como DP, principalmente
alantoina (AL), e também como hipoxantina, xantina e acido trico (AU) (Perez et al.,

1996).



Assim, as purinas sdo, entao, prontamente absorvidas no intestino delgado e ficam
sujeitas a degradacdo realizada por enzimas especificas, como guanina deaminase,
adenosina deaminase e xantina oxidase, durante passagem através da mucosa intestinal.
Em bovinos, a excrecdo € quase que em sua totalidade na forma de AL e AU, devido a
grande atividade da enzima xantina oxidase que transforma xantina e hipoxantina em AU
em nivel sanguineo e tecidual, e pela acdo da enzima uricase que converte AU em AL
antes de sua excre¢do (Chen e Gomes, 1992; Lehninger, 1995).

A utilizacao dos DP através da excrecdo urinaria para estimativa da sintese de
proteina microbiana apresenta varias vantagens como: rapidez, facilidade de coletas das
amostras, trata-se de um método nao invasivo, onde nao se faz necessaria a utilizacao de
animais com intervengdes cirurgicas (fistulacdo), o que permite evitar com isso,
alteracdes do comportamento ingestivo, além de ndo comprometer o bem-estar e
contribuindo com a bioética em experimentos com animais.

A excre¢do de DP estd diretamente relacionada com a absorc¢ao de purinas (Chen
e Gomes, 1992), e pode ser utilizada uma vez que a excre¢do endégena de DP e a relacdo
quantitativa entre a excrec¢ao urinaria destes metabolitos e a absor¢ao de purinas tenham
sido previamente determinadas (Verbic et al., 1990; Orellana Boero et al., 2001; Barbosa
etal., 2011).

Rennd et al. (2000), trabalhando com bovinos fistulados, observaram que nao
houve diferenga entre a producdo de proteina microbiana quantificada pelo método das
purinas no abomaso e pela excre¢do urinaria de DP. A excrecdo urinaria de DP apresenta
correlacdo positiva com o fluxo de N microbiano encontrado no abomaso (Vagnoni et al.,
1997, Johnson et al.,1998).

Contudo, para estimagdo da excrecao dos DP, hd necessariamente que se conhecer
o volume urinario, sendo obtido inicialmente por meio de coleta total de urina. No
entanto, essa técnica ¢ laboriosa, pode causar desconforto ao animal e extremamente
dificil de ser realizada como rotina experimental com animais mantidos em pastejo. Logo,
quanto menor o tempo de coleta, menores serdo os problemas observados, como possiveis
lesdes no trato urinario das fémeas utilizadas. Chen e Gomes (1992) relataram que
visando reduzir erros provenientes de variagdes na produgdo urindria, as coletas de urina
deveriam ser feitas durante, no minimo, cinco dias.

Poucos experimentos foram realizados fazendo coletas de urina com uso de
fémeas com sondas e esses estudos, em sua grande maioria, foram conduzidos em sistema

de confinamento, e os tempos de coleta realizados foram de cinco (Susmel et al., 1994),
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quatro (Valadares et al., 1997) e trés dias (Gonda e Lindemberg, 1997; Vagnoni et al.,
1997). De acordo com Fleming et al. (1991), Valadares et al. (1997), Leal et al. (2007) e
Barbosa et al. (2006) o periodo de coleta com duragdo de 24 horas ¢ suficiente para a
avaliacdo da excrecdo urindria diaria de bovinos Nelore, independentemente de serem
novilhas, machos castrados, machos nao-castrados ou vacas em lactacdo. Silva Junior
(2014) trabalhando com novilhas Nelore mantidas em sistema de pastejo recebendo
diferentes suplementos, realizando coleta total de urina durante cinco dias consecutivos,
também nao observou variagdo entre dias para volume urinario, recomendando que um
periodo de 24 horas seja suficiente para quantificacdo da excre¢do urinaria.

Porém a demanda internacional por mudangas na experimenta¢do com animais,
que visem o bem-estar animal, requer o desenvolvimento de técnicas cada vez menos
invasivas e que gerem menos desconforto ao animal. A alternativa proposta para facilitar
o processo de obtencdo de amostras representativas de urina ¢ o método com base na
obtencdo de amostras spot de urina, que relaciona a excre¢do urindria de creatinina com
sua concentracdo na urina. Como a excre¢do de creatinina na urina ¢ relativamente
constante em funcao do peso corporal (Vagnoni et al., 1997; Valadares et al., 1997,
Chizzotti et al., 2008), esta pode ser usada como um indicador da produgdo urinaria, e
possibilita a estimacdo da excrecdo dos DP sem a coleta total de urina (Valadares et al.,
1999).

A coleta spot de urina consiste na obtencdo de uma amostra pontual de urina em
um periodo de 24 horas. Nesta técnica, o volume urinério ¢ calculado dividindo-se a
excre¢do diaria de creatinina (mg), por sua concentragdo na urina spot (mg/L). Valores
relatados na literatura apresentam excre¢des de creatinina de 27,36 mg/kg do peso
corporal (PC) (Renno et al., 2008), 27,99, 24,04 ¢ 24, 07 mg/kg PC (Chizzotti et al., 2008)
25,47 mg/kg PC (Leal et al., 2007), 23,41 mg/kg PC (Oliveira et al., 2001), e 23,03 mg/kg
PC (Silva Junior, 2014).

Contudo, como a proporcao dos tecidos (proteico, gorduroso, dsseo) apresentam
variacoes dentro de cada estddio de crescimento, ¢ possivel que haja variagdes na
excre¢ao de creatinina diariamente, sendo, entdo, expressa em fun¢do do PC. Assim,
objetivando estudar a excrecdo de creatinina em funcdo do PC, o BR-Corte (2016)
realizou meta-analise de 32 trabalhos, tendo como resultado a equagdo ECU(mg/dia) =
37,88 x PC%9316 onde ECU ¢ a excregdo didria de creatinina na urina. Essa equagio se
diferencia da desenvolvida por Chizzotti et al. (2006) por ser uma equagao que leva em

consideragdo que o animal cresce de forma alométrica e ndo de forma linear.



Enquanto a excrecdo de CN varia com o teor de PB da dieta, a excre¢ao urinaria
de creatinina ndo ¢ afetada (Valadares et al., 1997). Vérios estudos também relataram que
a excregdo de creatinina ¢ uma funcdo constante do peso vivo e que nio ¢ afetada pelo
teor de N da dieta (Valadares et al., 1999; Chizzotti et al., 2008; Pereira, 2009; Silva
Janior, 2014).

A creatinina encontra-se no sangue € na urina, estando no sangue nao ¢ mais
utilizada e ¢ excretada constantemente através da urina. Nos rins, a arginina se une com
a glicina para formacao da glicociamina, que em seguida ¢ conduzida ao figado, onde
recebera uma metila pela s-adenosina-metionina, dando origem a uma molécula de
creatina. Esta creatina ¢ conduzida para o musculo, onde reage com a adenosina trifosfato
(ATP) formando a creatina-P, que pela acdo da enzima creatina quinase e ¢ entdo estocada
como fosfocreatina. Uma parte da creatina livre no musculo nao participa desta reagdo e
perde agua, sendo convertida em creatinina e posteriormente excretada na urina
(Heymsfield et al., 1983).

Borsook e Durnoff (1947) relataram que 98% da reserva de creatina do corpo estao
nos musculos, principalmente na forma de fosfocreatina, sendo um imediato precursor da
creatinina. Aproximadamente 2% da quantidade total de creatina-P corporal sdo
convertidos a creatinina diariamente (Bloch et al., 1941).

Bloch e Schoenheimer (1939), administrando 15N-creatina em ratos de
laboratorio, observaram que o marcador se distribuiu homogeneamente no pool da
creatina do corpo desses animais e também na creatinina excretada através da urina. O
que levou a observa¢ao da constancia para a relacdo da quebra da molécula de creatina e
surgimento da creatinina durante um periodo de cinco dias, sugerindo, assim, que a
creatina € o Unico precursor da creatinina, e, assim, concluiram que a conversao de
creatina em creatinina ¢ um processo irreversivel.

Van Niekerk et al. (1963), ao avaliarem a excrec¢do urindria de creatinina, como
indice de predi¢do da composi¢do corporal, em ovinos de diferentes idades e sendo
submetidos a diferentes dietas, ndo observaram efeitos tanto da idade quanto de dieta,
nem para sua interacao, sobre a excrecao urindria da creatinina mensurada por unidade
de proteina corporal.

A excrecdo de creatina na urina ¢ considerada baixa, Vici et al. (1987) ao
avaliarem o fornecimento de suplementos como ornitina, lisina, arginina, citrulina e
creatina para pacientes humanos que apresentavam hiperamonemia, observaram

concentracoes de 11 umol/kgPC. Sendo que estes mesmos autores ao citarem Pavry et al.
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(1979), descrevem como valores de referéncia para a excregdo de creatina na urina de 41
a 104 umol/kgPC, ndo sendo influenciada por idade ou sexo (Forbes e Bruining, 1978).

O equilibrio da molécula de creatinina (creatina <« creatinina), in vitro, ¢
amplamente dependente de temperatura e pH, onde a creatina ¢ favorecida em pH basico
e baixa temperatura, e a creatinina tem aumento de sua concentracdo quando hé elevadas
temperaturas e meio acido (Lempert, 1959). Van Niekerk et al. (1963) ao avaliarem a
recuperagdo da creatinina em amostras de urina de ovinos, observaram que ha degradacdo
da creatinina em pH de 8,4 a 8,7, e quando estas amostras sdo armazenadas a temperatura
ambiente, variando entre 27 a 30°C. No entanto, encontrou aumento na concentracao
urinaria de creatinina quando esta ¢ armazenada acidificada (pH 2,5 a 3,5) em temperatura
entre 28 e 39°C, por 150 dias.

Martin et al. (1986), citando Pardue (1977) e Delanghe e Speeckaert (2011),
descreveram que o método analitico para quantificar a concentragdo de creatinina foi
primeiramente desenvolvido por Jaffé ha mais de 130 anos, como o método do picrato
alcalino, sendo até hoje o mais utilizado, principalmente pela falta de outras alternativas
validas e pelo baixo preco dos produtos quimicos necessarios (Wyss e Kaddurah-Daouk,
2000). Delanghe e Speeckaert (2011) relataram que o método foi adaptado para o método
cinético colorimétrico, onde a concentracao da creatinina ¢ determinada a partir da reacao
com 4cido picrico, formando um complexo de cor amarelo-avermelhado. Nesta solugao,
ocorre a maxima formacao do complexo corado creatinina-picrato.

Partindo-se do pressuposto de que a excrecdo de creatinina seja constante e
relacionada apenas ao PC, a coleta total pode, entdo, ser substituida pela coleta spot de
urina. Contudo, para Fujihara et al. (1987), apesar de a excrecdo de creatinina ser
constante, existe uma variagao na excrecao de DP ao longo do dia.

Ao avaliar a variagdo nas concentragdes de DP e creatinina no soro e na urina de
novilhas, com peso médio de 204 kg, Chen et al. (1992) observaram variagdes nas
concentragdes urinarias de creatinina e DP ao longo do dia (08h00-12h00, 12h00-16h00,
16h00-20h00, 20h00-00h00, 00h00-04h00, 04h00-08h00), porém as variagdes da
concentracao de creatinina observadas foram semelhantes as variacdes observadas para a
excre¢ao de DP.

Assim, tem-se sugerido uma relagdo entre os DP com a creatinina (DP:creatinina),
realizada a partir das concentracdes destes compostos excretados, que servem como
indicadores da quantidade de N microbiano que chega ao duodeno (Chen e Gomes, 1992).

Segundo Chen et al. (1992) para que esta relacdo seja utilizada € necessario que dois
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pressupostos sejam atingidos, sendo esses: que a relagdo DP:creatinina seja constante ao
longo do dia; e que a excrecdo de creatinina seja constante € ndo seja influenciada pela
dieta.

Para Chen et al. (1992), a relagao DP:creatinina apresentou pouca variagao diurna
(coeficiente de varia¢do de 8%, com alta correlacdo [0,92]) e, portanto, a coleta spot de
urina permite estimar adequadamente a sintese de proteina microbiana.

Chen et al. (2004), visando a resolugao da necessidade de coleta total de urina,
desenvolveu um indice de DP:creatinina que se ajusta ao volume urinario diario e ao
tamanho e peso do animal. Este indice ¢ obtido pela divisao das concentracdes de DP e
creatinina na urina, com resultado multiplicado pelo peso metabdlico do animal (PC%7).
Este indice permite ajustes no uso da creatinina para diferentes volumes urinarios e,
também, sobre o tamanho dos animais. Estes autores relatam ainda que ha uma grande
correlagdo entre a excrecao de DP e indice PD:creatinina.

Pereira (2009) avaliou o efeito da hora da coleta de urina, realizando coleta spot
de urina, sobre a relacdo DP:creatinina, em novilhas Nelore em confinamento, de duas
em duas horas (com dois dias de coleta) e ndo encontrou diferenca do horario de coleta
sobre a relacdo DP:creatinina. No entanto, quando avaliou o efeito da hora da coleta de
urina sobre a relacdo ureia:creatinina e sobre a relagdo N total:creatinina, observou que
havia variagdao na excrecdo de CN nos horarios da alimentagdo dos animais e estimou
matematicamente que as coletas efetuadas pela manha e tarde (08h00 e 16h00), permitiam
estimar adequadamente as excregoes de CN, ou seja, nos periodos imediatamente apos as
alimentacoes.

Silva Junior (2014), estudando a relagao DP:creatinina com coleta total de urina,
com amostragem a cada 4 horas, também ndo observou diferenca sobre o horario de
obtencdo da amostra para a relagdo DP:creatinina. Entretanto, observou que ha variagao
na relacao de excre¢ao de CN:creatinina de acordo com o horario de obtencao da amostra,
demonstrando haver variagdes na excre¢do CN, com picos de aumento apds o
fornecimento da suplementacdo e picos de baixa excrecdo antes do fornecimento do
alimento suplementar.

Dorea et al. (2017) ao realizarem meta-analise com 62 experimentos (45 oriundos
de gado de leite e 17 com gado de corte), avaliando a excrecdo de DP obtidos a partir da
relagdo DP:creatinina index desenvolvido por Chen et al. (2004), como indicador para

predicao do consumo de MS, observaram alta correlagdo entre os DP e a ingestdo de MS.



Sugerindo entdo, que esta relagdao pode ser usada para estimar o consumo de MS em gado
de leite, porém necessita de mais trabalhos para validagdo em gado de corte.

Entretanto, mesmo havendo grande importincia do conhecimento da concentragdo
de creatinina nas amostras de urina de bovinos, ndo ha dados na literatura informando a
melhor forma de armazenamento das amostras.

Assim, hipotetizou-se que a excrecdo de creatinina € constante e que ndo ha
variagdo na excre¢do dos DP ao longo do dia, contudo, ha variacdes na excrecdo de CN
e na recuperacao da creatinina em funcao do tempo e da temperatura de armazenamento
das amostras de urina de bovinos.

Desta forma, objetivou-se avaliar a excre¢do de creatinina para validagdo da coleta
spot de urina, bem como as excre¢des de DP e CN e suas relagdes com a creatinina em
novilhas Nelore suplementadas a pasto. Avaliou-se também a recuperacao da creatinina
na urina de bovinos armazenadas em fun¢do do tempo e de diferentes temperaturas de

armazenamento.
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Capitulo 1

Pode uma unica amostra spof de urina obtida no pasto ser usada para estimar a
excrecao de derivados de purinas e compostos nitrogenados?

Resumo

O presente trabalho foi desenvolvido com os objetivos de avaliar a excrecao de creatinina
para validacao da coleta spot de urina, bem como as excrecoes de derivados de purinas
(DP) e de compostos nitrogenados (CN) e suas relagdes com a creatinina em novilhas
Nelore suplementadas a pasto. O experimento foi conduzido no setor de gado de corte da
UFV, utilizando-se cinco novilhas Nelore com peso corporal (PC) médio de 400 + 15kg,
distribuidas em quadrado latino (5x5). Os cinco tratamentos experimentais se basearam
na suplementa¢do com concentrado contendo 22% de proteina bruta na matéria seca,
fornecido as12h, na quantidade diaria de 0, 3, 6, 9 e 12 g/kg PC do animal. Cada periodo
experimental teve durag¢do de 16 dias (12 de adaptacdo a dieta e quatro de coleta). A coleta
total de urina foi efetuada durante trés dias a cada quatro horas; nos periodos das Oh00-
4h00, 4h00-8h00, 8h00-12h00, 12h00-16h00, 16h00-20h00 e 20h00-24h00. A coleta spot
de urina foi realizada durante 24 horas, nos horarios das 0, 4, 8, 12, 16, 20 horas. Nas
amostras de urina foram determinadas as concentracdes de creatinina, nitrogénio total
urindrio (NU), ureia (UreiaN), acido trico (AU) e alantoina (AL). Para andlise estatistica
utilizou-se SAS 9,4 e o MES para adequagdao da melhor forma de coleta de urina
utilizando a raiz quadrada do quadrado médio do erro da predi¢do (QMEP) entre as
amostras obtidas por coleta total a cada 4 horas com as amostras spot de urina. As
excrecoes de AL, AU e DP, em mmol, e a sintese de nitrogénio microbiano foram
influenciadas pelos tratamentos (P<0,05). As relacdes entre AL, AU e DP com a
creatinina, ndo foram influenciadas (P>0,05) pelos dias de coleta, periodos de coleta,
tratamentos e suas interacdes A excrecao de CN na urina foi influenciada (P<0,05) pelos
tratamentos e pelos periodos de coleta, enquanto as relagdes NU:creatinina e
UreiaN:creatinina ndo apresentaram nenhum efeito (P>0,05) das varidveis estudadas. A
avaliacdo comparativa da excrecdo de creatinina, e as relacdes AlL:creatinina e
AU:creatinina nas amostras obtidas a partir da coleta total de urina com as amostras spot
de urina ndo foram diferentes entre as duas formas avaliadas (P>0,05). Contudo, diferiu
(P<0,05) para as relagdes NU:creatinina e UreiaN:creatinina (P<0,05). Conclui-se que a
excrecdo de creatinina € constante em 24h e estima adequadamente o volume urinario em

bovinos mantidos em pastejo; € que uma unica amostra spot de urina obtida no pasto, em

16



qualquer horario do dia, pode ser usada para estimar a excre¢ao de derivados de purinas.
Para a estimativa da excre¢cdo de CN na urina sdo necessarias duas amostras spot de urina,
uma quatro horas antes e outra quatro apds a suplementagdo, em bovinos em pastejo.
Introducio

A produgao de gado de corte no Brasil se baseia principalmente em animais
mantidos em sistema de pastejo (ASSOCON, 2012). Contudo, as variagdes sazonais que
ocorrem na producdo de forragem, causam alteracao na disponibilidade e na qualidade do
pasto (Detmann et al., 2014), que interfere na produtividade animal. Na tentativa de
melhorar o desempenho de bovinos em pastejo faz-se uso de suplementacao proteico-
energética, o que aumenta a disponibilidade de nitrogénio ruminal, permite maior
crescimento microbiano e consequente maior aproveitamento da fibra.

O conhecimento da excrec¢ao urindria dos derivados de purinas (DP), como a
alantoina e o acido urico, permite estimar a sintese de proteina microbiana em bovinos
(Valadares et al., 1999). Para quantificagdo da excre¢do urinaria dos DP e dos compostos
nitrogenados (CN) pode se realizar coleta total de urina (técnica laboriosa e de dificil
realizagdo em pastejo) ou através da técnica da coleta spot de urina.

A técnica da coleta spot de urina possui grande aplicagdo pratica para a pesquisa
com bovinos em pastejo, e baseia-se na utilizagdo da creatinina como indicador da
producdo urindria didria (Valadares et al., 1997) e na sua relativa constincia na excre¢ao
por unidade de peso (Chizzotti et al., 2008; Silva Junior, 2014).

Trabalhos realizados em confinamento (Chen et al., 1992; Chen et al., 2004;
Pereira, 2009) t€ém estudado a excre¢ao urinaria ¢ a relagdo dos DP com a creatinina e
encontrando resultados positivos sobre a utilizagdo da creatinina para estimativa do
volume urinario, confirmando a utilizac¢ao da coleta spot para animais confinados. Pereira
(2009) avaliou a excrecdo urindria e¢ a relagdo dos CN com a creatinina € encontrou
variagdo da excre¢do destes compostos ao longo do periodo de 24 horas, relatando que
para a avaliagdo da excrecdo dos CN sdo necessarias duas amostras spot de urina.

Em pastejo, Silva Junior (2014), avaliando a excrecao ¢ a relagdo dos DP com a
creatinina, ndo encontrou efeito para tratamento, dia e periodos de coleta total de urina
com amostragem a cada quatro horas, durante cinco dias consecutivos. No entanto,
encontrou efeito de periodo de coleta e de tratamento para a excrecdo de nitrogénio
urindrio (NU) e nitrogénio ureico (UreiaN) e suas relacdes com a creatinina.

Assim, hipotetizou-se que a excre¢do de creatinina ¢ constante € que nao ha

variacao na excre¢ao dos DP ao longo do dia, contudo, hé varia¢des na excre¢ao de CN.
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Desta forma, objetivou-se avaliar a excrecao de creatinina para validacao da coleta
spot de urina, bem como as excre¢des de DP e CN e suas relagdes com a creatinina em
novilhas Nelore suplementadas a pasto.

Material e métodos
Animais, tratamentos e desenho experimental

Todos os procedimentos realizados nesse estudo seguiram protocolos aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producdo da Universidade Federal de
Vicosa (protocolo CEUAP-UFV 24/2016). O experimento foi conduzido no Setor de
Gado de Corte, pertencente ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa, Vicosa-MG, durante a época seca do ano.

Foram utilizadas cinco novilhas Nelore fistuladas no raimen, com peso corporal
(PC) médio inicial de 400+15 kg e 24 meses de idade, mantidas em piquetes individuais
de aproximadamente 0,5 hectare cada, com pastagem constituida de capim braquiaria
{Uruchloa decumbens (Stapf) R.D. Webster cv. Basilisck [syn. Brachiaria decumbens
Stapf cv. Basilisk]}, dotados de bebedouros e comedouros cobertos.

Os cinco tratamentos experimentais se basearam na quantidade de suplementagao
proteico-energética fornecida com base no PC do animal, sendo os niveis de
suplementagdo de 0, 3, 6, 9 e 12 gramas por kgPC (PCO, PC3, PC6, PC9 e PC12,
respectivamente). Utilizou-se concentrado com 22.21% de proteina bruta (PB) com base
na matéria seca (MS).

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de 15 dias as dietas, piquetes
e conducdo ao tronco de contencdo antes do inicio do periodo experimental, sendo
tratadas para endo e ectoparasitas.

Os suplementos foram fornecidos uma unica vez ao dia, as 12h. Quantidade
conhecida de sal mineral foi fornecida em cocho separado a fim de permitir a
determinagdo do seu consumo médio diario. As propor¢des dos ingredientes do
concentrado e a composi¢do quimica do concentrado e do capim braquidria podem ser

vistos na Tabela 1.
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Tabela 1. Propor¢des dos ingredientes nos concentrados e a composi¢do quimica do
suplemento e do pasto com base na matéria seca.

Sal —
Ingredients Mineral mix~ Concentrado Pasto
Milho moido - 83,5 -
Farelo de Soja - 14,1 -
Urea/Sulfato de amonia - 2,40 -
Composicao quimica

Materia seca, g/kg 100 88,5 35,6 £ 10,1
Materia organica - 98,1 92,0 £1,03
Proteina bruta - 222 7,74 +£2,05
FDNcp - 12,9 71,0 +3,72
CNF - 59,9 11,4+2,62
FDNi - 2,10 245+ 2,61

Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), carboidratos ndo fibrosos (CNF), e
fibra em detergente neutro indigestivel (NDF1).

*Sal - Mineral mix: Fosfato bicalcico (50%), sal comum (47,2%), sulfato de zinco (1,5%), sulfato de cobre
(0,7%), sulfato de manganés (0,5%), sulfato cobalto (0,05%), selenito de sodio (0,006) e iodato de potassio
(0,05%).

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 5%5. Cada um dos
cinco periodos experimentais teve duracdo de 16 dias, sendo 12 de adaptacdo a dieta
experimental e quatro de coleta (fezes, urina, liquido ruminal e sangue). Os animais foram
pesados no primeiro dia de cada periodo experimental para ajuste na quantidade a ser
fornecida.

Os animais foram rotacionados entre piquetes e tratamentos, visando a eliminacdo
de possiveis efeitos de piquete sobre os tratamentos (que também foram trocados) de
forma a permitir que todos os animais passassem por todos os piquetes € por todos os
tratamentos sem que houvesse repeticao entre si.

Para estimagao da excregao de MS fecal, foi realizado o fornecimento de diéxido
de titdnio aos animais na quantidade diaria de 15 g, entre o oitavo e décimo sexto dia de
cada periodo experimental. Os animais eram conduzidos ao tronco de contengdo onde
receberam o indicador que foi acondicionado em cartuchos de papel e introduzido
diretamente no rimen em uma unica dose as 12:00 horas. Para estimar o consumo de MS
de pasto foi utilizada a fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) como indicador
interno (Detmann et al., 2001).

Coletas de amostras

No terceiro dia de cada periodo experimental, foi realizada coleta de pasto para

quantifica¢do da disponibilidade de MS potencialmente digestivel (MSpd), através do

corte rente ao solo de quatro areas delimitadas por um quadrado metalico de 0,5 % 0,5 m,
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selecionados aleatoriamente em cada piquete experimental, como descrito por
McMeniman (1997).

Foi realizada a simulagdo manual de pastejo em cada piquete, no 13° e 16° dias
de cada periodo experimental, para avaliacao qualitativa do pasto (Johnson, 1978). Essas
amostras foram pesadas e levadas imediatamente a estufa com circulagdo for¢ada de ar
(55°C) e moidas em moinho de facas a 2 mm para analise de FDNi e a 1 mm para demais
analises laboratoriais.

A coleta de fezes foi realizada com amostragens a cada quatro horas (4h00, 8h00,
12h00, 16h00, 20h00 e 24h00) entre o 13° e 15° dia de cada periodo experimental,
totalizando 18 amostras por animal por periodo de coleta.

A coleta total de urina foi realizada entre o 13° e 15° dias de cada periodo
experimental, e no 16° foi realizada coleta spot de urina, nos mesmos horarios ja descritos
para coletas de fezes. Os periodos de coleta foram: 04:00h-08:00h, 08:00h-12:00h,
12:00h-16:00h, 16:00h-20:00h, 20:00h-0:00h e 24:00h-04:00h. Para a coleta total de
urina foi utilizada a sonda de Folley n° 26, duas vias, com baldo de 50 mL. Na extremidade
livre da sonda foi acoplada uma mangueira de polietileno condutora de urina até uma
bolsa coletora de urina por sistema fechado (bolsa de polietileno) com capacidade de dois
litros, que foi fixada com cordas em uma bolsa confeccionada com tecido de algoddo
resistente, ao pescoco do animal, na regido ventral, acima da macd de peito. Para
esvaziamento da bolsa, os animais foram conduzidos ao tronco de conten¢ao nos horarios
estipulados e previamente descritos. A sonda foi colocada em cada animal a partir das 6
horas da manha do 13° dia, iniciando a coleta de urina as 8 horas, em cada periodo
experimental.

No momento da amostragem, aferiu-se o volume e foram retiradas duas aliquotas:
uma de 50 mL e outra de 10 mL que foi diluida em 40 mL de H2SO4 0,036N (para evitar
precipitagdo do acido urico (AU)). Ambas amostras tiveram o pH corrigido para valor
menor que 3, com adicdo de H2SO4 puro para andlise, para impedir o desenvolvimento
de microrganismos e, entdo, foram armazenadas a -20°C para posteriores analises. A
amostra de urina sem diluicdo foi utilizada para quantificagdo do nitrogé€nio urinario
(NU), e a amostra diluida para quantificacao das concentragdes de creatinina (Cre), ureia
(U), alantoina (AL) e AU.

A coleta de sangue foi realizada no 16° dia do periodo experimental, nos mesmos
horarios da coleta spot de urina, por puncdo da veia jugular, usando tubos com gel

separador. Estas amostras foram imediatamente centrifugadas a 3000 x g durante 15
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minutos e entdo o soro foi acondicionado em recipientes identificados e armazenados a -
20°C para posterior analise de U.

Para estimacdo da concentragdo de amonia ruminal foi coletada uma aliquota de
liquido ruminal, nos mesmos horarios ja descritos para sangue e coleta spot de urina,
diretamente via fistula ruminal, sendo armazenado 40 mL de liquido ruminal em 1 mL de
H2S04, armazenadas a -20°C para posteriores analises.

O sal mineral presente no cocho no dia subsequente ao ultimo dia de cada periodo
experimental foi retirado e pesado.

Andlises laboratoriais

As amostras fecais, suplementos e forragem foram identificadas por animal, dia e
hora, pesadas e secas em estufa com circulagdo forcada de ar (55°C). As amostras de
forragem, fezes e concentrado foram moidas a 2 mm para quantificagdo da FDNi e a 1
mm para quantificacdo dos demais componentes, seguindo metodologia descrita por
Detmann et al. (2012). Ap6s secagem e moagem, elaborou-se uma amostra composta por
animal em cada periodo experimental.

Nas amostras de forragem, fezes e do concentrado foram quantificados os teores
de MS (método INCT-CA G-003/1), PB (método INCT-CA 17 N-001/1), extrato etéreo
(EE, método INCT-CA G-004/1), material mineral (MM, método INCT-CA M-001/1),
fibra insoluvel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp, método
INCT-CA F-002/1), o teor de FDNi (método INCT-CA F-009/1), foi obtido pela
incubagdo de amostras em sacos F57 (Ankom®) in situ por 288 horas como descrito por
Valente et al. (2011) para forragens tropicais. A concentragdo de didxido de titanio nas
fezes foi estimada por colorimetria (Titanio, INCT-CA M-007/1), com base na razao entre
o fornecido e sua concentra¢cdo na amostra fecal.

As quantifica¢des de creatinina, AU e U (urina e soro) foram, respectivamente,
por métodos cinético colorimétrico, enzimatico colorimétrico e por cinético de tempo
fixo, utilizando-se o equipamento automatico para bioquimica, marca Mindray, modelo:
BS200E, no Laboratorio de Fisiologia e Reproducdo Animal do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. A analise de AL foi realizada pelo método
colorimétrico descrito por Chen e Gomes (1992), no Laboratdrio de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

A quantificagdo do NU seguiu mesma técnica descrita para PB, descrita
anteriormente. A concentracdo de N amonical no rimen (NAR) foi estimada por

colorimetria (método INCT-CA N-006/1).
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Cdlculos

A MSpd foi estimada conforme Paulino et al. (2008): MSpd = 0,98 x (100-FDN)
+ (FDN — FDNi).

A excrecao de MS fecal foi estimada baseada na relagdao entre a quantidade de
indicador fornecido e sua concentragdo no material fecal MS fecal excretada (%) =

Dioxido de titanio fornecido (g)

x 100

concentragio de dioxido de titinio nas fezes (I;ig)

A quantificagdo dos carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi realizada de acordo com
Detmann e Valadares Filho (2010):

CNF =100 — [(%PB - %PB da ureia + % de ureia) + % FDNcp + %EE + %9 MM].

Para estimar os nutrientes digestiveis totais (NDT) utilizou-se a equagao:

NDT = %PB dig + %FDNcp dig + %CNF dig + %EE dig x 2,25 onde dig
significa digerido.

A ingestdo de MS total foi obtida pela equacdo Ingestao de MS total =

Fdni fecal (%)— FDNi do suplemento (%)

- i x 100, utilizando para base de calculo a amostra de
Fdni do pasto (5)

pasto obtida via simula¢do de pastejo manual.

Nas amostras de urina, foram calculadas as relagdes dos DP, AL e AU, NU e
NUreia com a creatinina (AL:creatinina, AU:creatinina, NU:creatinina,
NUreia:creatinina, respectivamente) por periodo de quatro horas e nas amostras spot de
urina. As excre¢Oes de creatinina, NU, NUreia ¢ DP na urina foram obtidas
multiplicando-se o volume urindrio do periodo da coleta por suas respectivas
concentracgdes, expressas em mmol. O balango de CN foi obtido pela diferenga entre o
total de N ingerido e o total excretado nas fezes e urina, a partir da média diéria, durante
trés dias, obtida pela soma dos valores encontrados em cada periodo de coleta. A
concentracdo de N ureico (NUreia) foi obtida a partir da concentragdo de ureia
multiplicada por 0,467 (percentagem de N na ureia).

As purinas absorvidas (PA) (Y, mmol/dia) foram calculadas a partir da excrecao
de DP (X, mmol/dia), por intermédio da equagao:

PA = (DP — 0,301 x PC%7%)/0,80
em que: 0,80 ¢ a recuperagdo das purinas absorvidas como derivados de purinas e
0,301xPC%7, a contribui¢io enddgena para a excrecio das purinas (Barbosa et al., 2011).
A sintese de CN microbianos no rimen (Nmic, g/dia) foi calculada em fung¢do das

PA (mmol/dia), de acordo com Barbosa et al. (2011):
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Nmic = (70 x PA)/0,93 x 0,137x 1000
em que: 70 € o contetido de N de purinas (mg N/mol); 0,137, a relacao N purinas:N total
nas bactérias; e 0,93, a digestibilidade verdadeira das purinas microbianas.
A ingestao de Sal mineral foi obtida pela equagao

sal mineral fornecido — sobras de sal

~ . g
1 tao de sal l(—) =
ngestao e sat minera (dia) dias do periodo experimental

Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento de quadrado latino 55 com efeito
fixo para tratamento (niveis de suplementacao) e efeitos aleatorios para animal e periodos
experimentais. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o
procedimento MIXED do SAS 9.4 (SAS Institute, Cary, NC), adotando limite critico para
o erro tipo I de 0,05.

Para o caso dos consumos e digestibilidade utilizou-se o procedimento MIXED
com teste de contrastes ortogonais. Adianta-se que quando os efeitos cubicos e de quarto
grau ndo forem significativos, ndo serdo apresentados na tabela.

Para o caso especifico das amostras de urina correspondentes a intervalos de 4
horas, os dados foram avaliados em esquema de medidas repetidas no tempo, utilizando-
se estrutura de (co)variancia do tipo simetria composta (Kaps e Lamberson, 2004). A
escolha da melhor matriz (co)variancia foi baseada no critério de informac¢ao de Akaike
com corre¢do e graus de liberdade estimados de acordo com o método Kenward-Roger.
Quando necessario, as médias foram comparadas usando diferengca minima significativa
de Fischer.

Para determinacao da comparacao entre as amostras obtidas a partir de coleta total
de urina, com amostragem a cada quatro horas, versus as amostras spot de urina foi
realizado utilizando-se os procedimentos MIXED (para os modelos lineares) do SAS 9,4
(SAS Institute, Cary, NC). Onde determinou-se a inclina¢do (que indica o coeficiente de
regressao de uma reta) e o intercepto (indicador do local onde a reta regressora cruza um
eixo). Essa inclinagdo e o intercepto definidos pela rela¢do linear entre duas variaveis
(coleta total versus coleta spot de urina), permiti a observagdo de que quando forem
significativas, ¢ que ha diferenca entre as duas formas de coletas estudadas.

A avaliacdao da adequacgdo da melhor forma de coleta spot de urina foi realizada
utilizando a raiz quadrada do quadrado médio do erro da predicdo (QMEP) e a particao
do quadrado médio do erro de predi¢do em vicio médio, vicio sistematico e erro aleatdrio.

Todos os calculos das estatisticas de avaliagdo da comparagao entre as formas de coleta
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estudadas foram realizados utilizando-se o MES - Model Evaluation System
(http.//nutritionmodels.tamu.edu/mes.htm, College Station, TX, USA; Tedeschi, 2006).
Resultados e Discussiao

A MSpd observada variou de 1420,35 kg a 644,43 kg por hectare (ha) entre o
primeiro e o quinto periodo experimental, tendo como média 942,89 kg/ha, possibilitando
disponibilidade média de 146,6 gMSpd/kg de PC/dia, valor inferior a 215 g/kgPC
encontrados por Silva Junior (2014) em trabalho realizado em condi¢des semelhantes,
porém superior aos valores recomendados Paulino et al. (2004) de MSpd, que deve estar
entre 40 e 50 gMSpd/kg PC para possibilitar um 6timo desempenho animal. Desta forma,
¢ possivel afirmar que ndo ha, por parte da disponibilidade de pasto, restricio ao
desempenho animal.

E importante que o animal possa selecionar material forrageiro de maior valor
nutritivo (Hodgson, 1990; Euclides et al., 2001), uma vez que a disponibilidade, o
consumo e o valor nutritivo da forragem causam grande influéncia sobre o atendimento
das exigéncias de mantenca e producdo e consequentemente sobre o ganho de peso do
animal (Allen, 1996; Detmann et al., 2003).

O teor de PB do pasto (77,4 g’lkg MS (Tabela 1)) esta abaixo do recomendado por
Sampaio et al. (2009), que ¢ de 100 g/kg MS, para um bom desempenho animal. Porém,
superior ao recomendado por Lazzarini et al. (2009), 70 g’kg MS, como valor minimo
para permitir o crescimento microbiano e degradacdo da fibra dietética.

Efeito linear positivo (P=0,001) foi observado sobre o consumo de MS total, com
maior média de ingestao para o PC12, devido ao aumento nas quantidades de suplemento
(MSs) fornecido aos animais, porém efeito quadratico (P=0,018) sobre a ingestdo de MS
proveniente do pasto (MSp) (Tabela 2), com maior média para o PC3 e menor média no
PC12. A medida que se aumentou a quantidade de suplementagdo, observou-se maior
consumo de MS total, porém com redu¢do na ingestdo de MSp, o que segundo Paulino et
al. (2004, 2006) pode ser explicado pelo efeito associativo de substituicdo entre
suplemento-pasto-consumo, o que acarreta em uma diminui¢do no consumo de MSp
(Reis et al., 2009) e aumento da ingestdo de MSs. Para Zin e Garces (2006) valores
superiores a 0,8% do PC fornecido na forma de suplementacdo causam reduc¢dao no
consumo de forragem.

O aumento na ingestdo de MS causado pela suplementacdo se deve ao aumento
na ingestdo de CN, que servirdo para os microrganismos como substrato para que

consigam crescer €, assim, aumentar o aproveitamento da fibra, com consequente maior
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renovagao/ingestao do contetido ruminal. Contudo, a medida que se aumentou demais a
ingestdo de suplemento, ocorreu mudangas no padrdo fermentativo, principalmente
devido ao aumento na ingestdo de CNF, que em sua fermentacao tendem a causar queda
no pH ruminal, o que causa diminui¢ao no aproveitamento da fibra e consequentemente
menor ingestao de MSp (Van Soest, 1994; Zin e Garces, 2006; Paulino et al., 2008; Reis
et al., 2009; Detmann et al., 2014).

A suplementacdo influenciou a ingestdo FDNcp de forma quadratica (P=0,007 e
P=0,036, respectivamente para kg/d e g/kgPC), causado pela substitui¢ao do consumo de
material forrageiro pelo amento no consumo de concentrado, material menos fibroso. O
maior desafio da suplementacdo ¢ ter certeza do impacto que esta causara sobre o
consumo de forragem e sobre sua digestdo, uma vez que a suplementagdo a pasto tem
como objetivo aumentar os coeficientes de consumo e digestibilidade da forragem, para
permitir maior desempenho animal.

A maior ingestdo de suplemento causou efeito quadratico (P=0,005) sobre a
ingestdo dos NDT e de matéria organica digerida, efeito direto do aumento da
disponibilidade de nutrientes, da digestibilidade dos constituintes do concentrado e
consequentemente maior digestibilidade da MS total.

A suplementacdo causou efeito linear (P=0,001) sobre a ingestdo de matéria
organica digerida e quadratico sobre a digestibilidade da FDNcp (P=0,007).

A ingestao de MS em relagao ao PC, g/kgPC, foi influenciada pelos tratamentos
com efeito quadratico (P=0,004), com maiores médias para os tratamentos que receberam
concentrado. O que demonstra efeito da ingestdo de concentrado sobre a ingestdo de MS
total.

O consumo voluntario de sal mineral nao foi afetado pela ingestao de concentrado
(P>0,05), apresentando média de 77,10 g/dia. Valor superior ao recomendado por Paulino
et al. (2006) que ¢ de 60 g/animal/dia. Para McDowell (1999) os suplementos minerais
sdo menos palatdveis que os concentrados e sdo frequentemente consumidos
irregularmente, quando disponibilizados aos animais em pastejo, o que explica a variagao
nas médias observadas, mesmo ndo havendo efeito dos tratamentos sobre a ingestdo de

sal mineral.
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Tabela 2. Médias, probabilidade (Valor P) e erro padrao da média (EPM) dos efeitos de tratamento sobre as varidveis de ingestdes para bovinos de
corte recebendo suplementacdo durante a época seca do ano

Niveis de suplementacao Valor P
Item PCO PC3 PC6 PC9 PC12 EPM Linear Quadratico
Ingestao kg/d
MS 6,59 8,26 9,10 9,06 9,39 0,394 <0,001 0,901
MSp 6,59 7,18 6,98 5,86 5,38 0,411 0,002 0,018
MSs 0 1,08 2,12 3,20 4,01 - - -
FDNcp 4,60 5,16 5,36 4,77 4,37 0,296 0,243 0,007
NDT 3,37 4,74 5,96 6,06 6,51 0,258 <0,001 0,005
MOdig 3,14 4,60 5,68 5,68 6,10 0,947 <0,001 0,151
FDNcpdig 0,60 0,59 0,65 0,62 0,60 0,015 0,385 0,007
Ingestao g/kgPC
MS 16,60 20,63 23,01 22,80 23,01 1,315 <0,001 0,004
FDNcp 11,55 12,90 13,50 12,00 10,77 0,929 0,174 0,036
g/dia
Sal-Mineral mix 78,50 65,50 76,75 70,12 94,62 11,683 0,132 0,564

De matéria seca (MS), MS do pasto (MSp), MS do suplemento (MSs), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), nutrientes digestiveis totais (NDT),
matéria organica digerida (MOdig) e FDNcp digerida (FDNcpdig). Tratamento: suplemento com 22,21% PB ofertado aos niveis de 0 g’kgPC (PCO0), 3 g/kgPC (PC3), 6 g/kgPC

(PC6), 9 g/kgPC (PCY) e 12 g/kgPC (PC12).
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A suplementac¢do influenciou a NAR e o NUS no periodo de 24 horas (P<0,05).
O PCO, apenas recebendo mistura mineral, ndo apresentou variagdo na concentragdo de
NAR e de NUS (P>0,05) (Tabela 3). A medida que se aumentou a ingestdo de CN,
aumentou-se a NAR e NUS, com maiores médias observadas no PC12. Ao longo do
periodo de 24 horas, as NAR e NUS apresentaram picos quatro horas apos a
suplementag¢do (12 horas). Maiores variagdes nessas concentragdes foram observadas nos
PC12, seguido pelos demais tratamentos. Nos CT das 4 e § horas, ndo foi observado efeito

(P>0,05) da suplementacao sobre a NAR e NUS.

Tabela 3. Médias e probabilidades (Valor P) do efeito de tratamento sobre o pool de
nitrogénio amoniacal no rumen (NAR) e nitrogénio no soro (NUS) sobre efeito da hora
de coleta.

Tratamento
HORA PCO PC3 PC6 PC9 PC12 Valor P!
NAR (mg/100 mL)
12 7,16C 9,49bB 11,86bB  15,84bB  19,33aA <0,001
16 9,53D 15,53aC  26,31aB  31,40aB  40,93aA <0,001
20 7,39C 8,60bC 11,73bC  20,31bA  17,85aB <0,001
0 6,76B 7,21bB 10,21bB  12,84cB  17,05aA <0,001
4 5,69 7,66b 8,33b 11,16¢ 11,56¢ 0,102
8 8,33 9,36b 11,46b 12,35¢ 14,59b 0,172
Valor P? 0,091 0,002 <0,001 <0,001 <0,001 EPM=2,015
NUS (mg/100 mL)
12 14,44C 15,31bB  16,14cB 18,9¢B 20,15aA <0,001
16 15,1D 19,21aC  21,56aB  23,73bB  27,74aA <0,001
20 15,31C 18,08aB  20,67bB  26,01aA  29,06aA <0,001
0 14,31B  15,31bB  17,49¢cB  23,08bA  24,56aA <0,001
4 14,02 14,62b 15,84c¢ 20,13c¢ 20,84c¢ 0,124
8 14,75 14,29b 17,86¢ 19,04c 20,87¢c 0,209

Valor P? 0,092 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 EPM=1,895
*M¢édias na mesma coluna seguidas por letras mintsculas diferentes, diferem entre si (P<0,05). Médias na
mesma linha seguida por letras maitsculas diferentes, sdo diferentes entre si (P<0,05). 'Efeito de tratamento
dentro da hora de coleta; 2Efeito da hora de coleta dentro de tratamento. Tratamento: suplemento com
22,21% PB ofertado aos niveis de 0 g/kgPC (PC0), 3 g/kgPC (PC3), 6 g/kgPC (PC6), 9 g/kgPC (PC9) e 12
g/kgPC (PC12).

No presente trabalho, o hordrio de pico (16 horas) da concentracdo de NAR,
observado devido a suplementacdo, e nos horarios das 12, 20 horas (PC9) e 12,20 ¢ 0
horas (PC12) atingiram valores semelhantes ou superiores aos recomendados por
Detmann et al. (2009), que, ao realizarem algumas observagdes em regides tropicais, t€ém
indicado que, para que haja maximizacdo do aproveitamento da fibra pelos
microrganismos e aumento da ingestdo de forragens tropicais, a concentracdo de NAR

deve estar em torno de 15 mg/dL.
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O desempenho dos microrganismos celuloliticos no rimen esta intrinsicamente
ligado a qualidade e quantidade dos compostos fibrosos ¢ de N ndo proteico. A
concentracdo média de NAR encontrada nesse trabalho para animais mantidos em pastejo
recebendo somente suplementagdo mineral (PCO) foi de 7,48 mg/dL, valor superior ao
recomendado pelo NRC (1996) de 5 mg/dL no liquido ruminal para permitir a efetiva
digestao da matéria organica (MO).

A alta ingestdo de CN na forma de ureia permite aumento da disponibilidade de
N ruminal, e a taxa da sintese de amodnia sendo maior que a utilizacdo pelos
microrganismos (Santos e Pedroso, 2011), seja por ineficiéncia na utilizagao desta pelos
microrganismos ou por excesso, caracteristicas ligadas ao alimento ou pH do meio,
promovem aumento na concentracao sérica de ureia.

A concentracao de NUS tem sido utilizada para obtencao de maiores informagdes
sobre o perfil nutricional para ruminantes (Chizzotti et al., 2007) permitindo diagnosticar
a utilizacdo de CN em funcdo da disponibilidade de NDT no ramen (Sampaio et al.,
2009). Neste trabalho, apenas em horarios pontuais no PCO (12, 0, 4 e 8 horas) e no PC3
(4 e 8 horas) observaram-se valores entre 13,52 e 15,15 mg/dL. de NUS, valores
recomendados por Valadares et al. (1997), uma vez que € nessas concentragoes de NUS,
que observa-se melhor eficiéncia na utilizagdo da proteina pelos microrganismos quando
os animais sdo alimentados com 62,5% de NDT. As demais médias observadas siao
superiores a estes valores, o que pode indicar que houve alta metabolizacdo de amonia
pelo rumen, absor¢do e metabolizagao desta pelo figado a ureia e assim excreg¢do de
compostos nitrogenados pela urina.

A ingestdo de N foi influenciada linearmente (P<0,05), causado pelo aumentou na
ingestao de suplemento (Tabela 2), o que possibilitou aumento (P=0,001) na ingestao de
CN (Tabela 4), apresentando maior média para o PC12 e menor para o PCO.

A suplementagdo causou efeito linear crescente (P=0,001) sobre a excre¢des de N
através das fezes e da urina (NU e UreiaN, em g/d e mmol), principal via de excrecdo em
mamiferos, uma vez que a excrecdo de CN esté ligada diretamente a ingestdo de N (Van
Soest, 1994).

A relacdo UreiaN:NU ndo foi influenciada pelos tratamentos (P>0,05),
demonstrando haver uma constancia na quantidade de NU excretada na urina na forma
de UreiaN. Estes dados corroboram com Silva Junior (2014), que ao trabalhar com

novilhas Nelore mantidas a pasto recebendo diferentes fontes de suplementacgdo proteica
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também nao encontrou efeito de tratamento sobre a relagao UreiaN:NU, ao realizar coleta
total de urina durante cinco dias consecutivos com amostragem a cada 4 horas.

O N retido (RN), em g/dia, apresentou efeito quadratico (P=0,002) com maior
média para o PC12 e menor para o PC0O. Em dietas deficientes em N, o animal reduz a
excre¢ao de CN e consequentemente aumenta a reciclagem de N no ambiente ruminal
(Hennessy e Nolan, 1988), o que subsidia um aporte de N para utilizacdo pelos
microrganismos para sintese de PB microbiana. Para Detmann et al. (2014), a retencao
de N ¢ reflexo da eficiéncia de uso de todos os substratos envolvidos na sintese de tecidos
(musculo, 6rgaos) e produtos (leite, ganho de peso), o que corrobora, por sua vez, com
Alves et al. (2014), que afirmam que maiores reten¢des indicam melhor utilizagdo do N
dietético possibilitando maiores ganhos de peso.

As excrecoes de AL, AU e DP, em mmol (Tabela 4), apresentaram efeito linear
(P=0,001) devido a suplementagdo. A sintese de N microbiano (NM) em g/dia também
apresentou efeito linear (P=0,001). Para Fu et al. (2001) a demanda de proteina de um
animal pode ser definida como o menor nivel de ingestdo protéica da dieta, a qual ird
equilibrar as perdas de N. Apesar da variagdao nas dietas experimentais, nao se observou
RN negativo, permitindo inferir que a ingestdo de N a partir do pasto, foi suficiente para
atender as demandas de mantenga do animal, uma vez que manteve concentragdo de NAR
acima da minima recomendada pelo NRC (1996) (Tabela 3).

O volume urinario ndo sofreu efeito de tratamento, dia de coleta (CD) e periodo
de coleta (CT) (P>0,05) e nem de suas interagdes (P>0,05) (Tabela 5), apresentando
excrecdo média de 1,29 litros a cada 4 horas. A excrecao de creatinina (mg/kg PC) (Tabela
5) ou em mmol (Tabela 6) também nao foi afetada (P>0,05) pelos tratamentos, CD e CT,
bem como suas interagdes, apresentando média de 3,84 mg/kg PC e 13,12 mmol,
respectivamente, a cada 4 horas. Uma vez que a creatinina ¢ originaria do metabolismo
muscular, sua sintese e consequente excre¢do ¢ diretamente relacionada ao metabolismo

deste tecido (Schutte et al., 1981).
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Tabela 4. Médias, erro padrao da media (EPM) e probabilidade (Valor P) do efeito de tratamentos sobre as varidveis de balango de nitrogénio,
ingestao de nitrogénio (NI), excre¢ao de nitrogénio fecal (FeN), N urindrio (NU), nitrogénio ureia na urina (UreaN), taxas UreaN:NU, N retido
(RN), excrecdes de alantoina (AL), &cido tirico (UA) e derivados de purinas (DP), e sintese de nitrogénio microbiano (MN).

Tratamentos' Valor P
EPM , —
PCO PC3 PC6 PC9 PC12 Linear  Quadratico

NI (g/d) 32,5¢ 85,8d 122¢ 164b 202a 5,81 <0,001 0,654
FeN (g/d) 20,8¢ 34,8d 53,6¢ 70,4b 86,7a 4,58 <0,001 0,412
NU (g/d) 9,86¢ 40,4d 47,7c 63,8b 89,1a 4,14 <0,001 0,112
NU (mmol/d) 564c 664b 687b 854a 931a 192,8 <0,001 0,253
UreaN (g/d) 6,73¢ 29,9d 32,7¢ 43,3b 64,0a 3,42 <0,001 0,209
UreaN (mmol/d) 327¢ 469b 434b 544b 805a 205,5 <0,001 0,099
UreaN:NU 0,68 0,72 0,70 0,68 0,72 0,049 0,932 0,876
RN (g/d) 1,77d 10,7¢ 21,3b 30,2a 26,3ab 2,63 <0,001 0,002
AL (mmol/d) 88.,4c 91,2¢ 108,0b 111,3b 129,2a 59,01 <0,001 0,824
UA (mmol/d) 7,02¢ 7,68¢ 8,82b 10,9b 12,8a 4,45 <0,001 0,343
PD (mmol/d) 95,4¢ 98,9¢ 116,8b 122,2b 142a 46,34 <0,001 0,354
MN (g/d) 49,6b 64,7b 76,5ab 86,6a 98,1a 49,15 0,017 0,126

*M¢édias na mesma linha seguidas por letras diferentes, sdo diferentes entre si (P<0,05). Tratamento: suplemento com 22,21% PB ofertado aos niveis de 0 g/kgPC (PCO0), 3
g/kgPC (PC3), 6 g/kgPC (PC6), 9 g/kgPC (PC9) e 12 g/kgPC (PC12).
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A excrecao de creatinina por dia foi de 23,01 £ 0,19 (22,82 — 23,2) mg/kgPC,
sendo semelhante a encontrada por Silva Junior (2014), que foi de 23,03 mg/kgPC ao
trabalhar em pastagem, condi¢des semelhantes as realizadas nesse experimento. A
auséncia de efeito de tratamento esta de acordo com Thakshala Seresinhe e Jayasuriya
(2004), que ao estudarem a excre¢do de DP em zebuinos, observaram que nao ha
influéncia dos componentes da dieta sobre a excre¢ao de creatinina. A auséncia do efeito
de CD e CT sobre a excregao diaria de creatinina esta de acordo com observagdes
descritas por Valadares et al. (1997), que, em confinamento, ndo encontraram diferengas
nas excrecoes de creatinina obtidas durante 12, 24, 48 ou 72 horas de coleta. Assim, ndo
havendo variacdo na excrecdo de creatinina em funcdo de tratamento, CD e CT de
obtenc¢do da amostra, permite-se inferir que uma amostra obtida com coleta total de urina
durante um periodo de 4 horas, pode ser realizada para estimativa do volume urinario,
corroborando com Silva Junior (2014), que encontrou resultados semelhantes.

Em experimentos com animais a realiza¢cdo de periodos mais curtos de coleta de
urina sdo altamente desejaveis, uma vez que assim permite-se a reducdo do tempo
experimental e, consequentemente do custo e desconforto animal.

Como descrito anteriormente, a excre¢ao de AL, AU e DP, em mmol, foi
influenciada unicamente pelos tratamentos (P<0,05) (Tabela 4), ndo sendo influenciado
pelos CD, CT ou suas interagdes (P>0,05) (Tabela 6). A excre¢do de DP média por dia
foi de 115,05 mmol, valor superior ao reportado por Barbosa et al. (2006), que foi de
70,57 mmol/dia, ao avaliarem o efeito do periodo de coleta de urina, dos niveis de
concentrado e de fontes proteicas sobre a excrecdo de DP. Para Yu et al. (2002), entre
outros fatores que influenciam as excre¢des de AL, AU e consequentemente de DP, estdo
as fontes e a disponibilidade de proteina dietética e energia.

As relagdes urinarias entre AL, AU e DP com a creatinina, ndo foram
influenciadas pelas variaveis estudadas (CD, CT, tratamentos e suas interac¢des) (P>0,05),
apresentando média de excregoes de 1,36 para AL:creatinina, 0,121 para AU:creatinina e
1,48 para PD:creatinina. Esses resultados confirmam os obtidos por Chen et al. (1995),
que agruparam as amostras em seis periodos de 4 horas, e ndo obtiveram diferengas entre
as relagoes das concentragdes de DP:creatinina em fungdo do tempo, em ovinos; e por
Pereira (2009) que avaliou o efeito da hora da coleta de urina sobre a relagdo

DP:creatinina, em novilhas Nelore, em confinamento, de duas em duas horas e nao
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Tabela 5. Médias ajustadas para volume urinario e excre¢do de creatinina (Cre) em fun¢do do periodo de coleta (CT), por 4 horas, e probabilidade
(Valor P) e desvio padrao da média (sxy) para os efeitos dos dias de coleta (CD), CT, tratamentos (Tre) e suas interagdes em bovinos de corte

mantidos a pasto.

Periodo de Coleta

0h00-4h00 4h00-8h00 8h00-12h00 12h00-16h00 16h00-20h00 20h00-24h00
Volume urinario (L) 1,16 1,12 1,19 1,62 1,51 1,15
Cre (mg/kg PC) 3,81 3,75 3,72 3,91 3,99 3,84
Valor P (efeitos)
CD CT Tre CDx Tre CTx Tre CDxCT CDxCTx Tre SXy
Volume urinario (L) 0,105 0,330 0,200 0,142 0,191 0,479 0,500 0,425
Cre (mg/kg PC) 0,459 0,326 0,707 0,150 0,577 0,632 0,692 0,502
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Tabela 6. Médias ajustadas para excre¢do de creatinina (Cre), alantoina (AL), 4cido trico (UA) e derivados de purinas (DP), em mmol, e as relacdes
AL:Cre, UA:Cre e PD:Cre em funcao do periodo de coleta (CT), por 4 horas, e seus valores de probabilidade (Valor P) e desvio padrao da média
(sxy) sobre efeitos dos dias coleta (CD), CT e tratamentos (Tre).

Periodo de coleta

0h00-4h00 4h00-8h00 8h00-12h00 12h00-16h00 16h00-20h00 20h00-24h00
Cre (mmol) 12,95 13,10 12,83 13,18 13,49 13,17
AL (mmol) 18,30 18,26 17,76 17,55 17,56 17,51
UA (mmol) 1,71 1,55 1,38 1,62 1,58 1,67
PD (mmol) 20,01 19,81 19,14 19,17 19,14 19,18
AL:Cre 1,41 1,39 1,38 1,33 1,30 1,33
UA:Cre 0,132 0,118 0,107 0,123 0,117 0,127
PD:Cre 1,54 1,51 1,49 1,45 1,42 1,46
Valor P
CD CT Tre CD x Tre CT x Tre CDxCT CDxCTx Tre SXy
Cre (mmol) 0,487 0,395 0,352 0,683 0,635 0,202 0,881 0,409
AL (mmol) 0,240 0,632 <0,001 0,108 0,090 0,808 0,214 9,983
UA (mmol) 0,994 0,160 <0,001 0,126 0,472 0,934 0,710 0,741
PD (mmol) 0,278 0,645 <0,001 0,108 0,098 0,843 0,202 9,711
AL:Cre 0,121 0,171 0,190 0,089 0,264 0,762 0,162 0,475
UA:Cre 0,901 0,278 0,121 0,152 0,644 0,946 0,346 0,054
PD:Cre 0,138 0,204 0,210 0,086 0,270 0,800 0,134 0,501
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encontrou diferenca significativa para o periodo de coleta sobre a relacdo DP:creatinina;
e por Silva Junior (2014) que ao avaliar o efeito de dias e periodos de coleta total de urina,
com amostragem a cada 4 horas, em novilhas Nelore mantidas a pasto, recebendo
diferentes fontes e quantidades de nitrogénio suplementar, também ndo observou efeito
de tratamento sobre as relacdes AL:creatinina, AU:creatinina ¢ PD:creatinina.

Desta forma, devido a auséncia de efeito (P>0,05) de tratamento, CD, CT sobre
as relacdes AL:creatinina, AU:creatinina e DP:creatinina, permite-se inferir que uma
unica coleta de urina obtida em um periodo de 4 horas, estima adequadamente a excregao
dos DP na urina, o que permite estimar a sintese de proteina microbiana.

Além do efeito de tratamento sobre a excre¢do de NU e UreiaN (Tabela 4), a
excrecdo de CN na urina foi influenciada (P<0,05) também pelos CT (Tabela 7). A
excregao urinaria de NU e UreiaN nao diferiu entre periodos de coleta para PCO e PC3
(P>0,05). Entretanto para os PC6, PC9 e PC12 foram influenciados (P<0,05) pelo CT.

O PC6 apresentou maiores médias de excre¢ao nos horarios 0:00h-4:00h, 12:00h-
16:00h, 20:00h-24:00h, e 16:00h-20:00h que foram semelhantes entre si (P > 0.05). O
PC9 apresentou maiores medias de excre¢do de NU para os horarios 16:00h-20:00h,
20:00h-24:00h, 12:00h-16:00h e 0:00h-04:00, diferindo (P<0,05) dos horarios 0:00h-
4:00h e 4:00h-8:00h, que foram semelhantes entre si (P>0,05), e que apresentaram as
menores médias (P<0,05). O PC12 apresentou maiores excre¢des nos horarios 20:00h-
24:00h e 12:00h-16:00h, seguido pelos horarios 0:00h-4:00h e 16:00h-20:00h, que foram
semelhantes entre si (P>0,05) diferindo dos horéarios 4:00h-8:00h e 8:00h-12:00h,
também semelhantes entre si (P>0,05).

O PC6 apresentou maiores médias de excre¢ao de UreiaN para os CT 0:00h-4:00h,
12:00h-16:00h e 20:00h-24:00h que foram semelhantes entre si (P>0,05). Ao se realizar
fornecimento do PC9, observou-se maior excre¢ao de UreiaN no CT 16:00h-20:00h,
seguido pelos CT 20:00h-24:00h, 0:00h-4:00h, 4:00h-8:00h e 12:00h-16:00h que foram
semelhantes entre si (P>0,05), sendo o horario 8:00h-12:00h o que apresentou as menores
médias de excrecao de N na forma de UreiaN. A excre¢do de UreiaN para o PC12 foi
superior para os CT 16:00h-20:00h e 20:00h-24:00h, diferindo (P<0,05) dos CT 12:00h-
16:00h e 0:00h-4:00h que foram semelhantes entre si (P>0,05), seguido pelo CT 4:00h-
8:00h, que por sua vez diferiu (P<0,05) do CT 8:00h-12:00h que apresentou as menores
médias de UreiaN excretado.

A excregdao de CN na urina esta relacionada aos teores de ureia e/ou do teor de PB

das dietas e quantidades ingeridas (Valadares et al., 1997; Moraes, 2003). Observa-se que
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ao haver aumento na quantidade de N ingerida (Tabela 4) influenciados pelos niveis de
suplementagdo, resultou em maiores concentragdes de NAR e NUS (Tabela 3) nos
horarios das coletas (12, 16, 20 e 0 horas), e que a excrecdo de NU e UreiaN aumentou a
medida que a ingestdo de CN aumentou, demonstrando que houve uma maior excre¢ao
de CN a partir de um maior consumo de PB.

O excesso de NAR ¢ absorvido pela circulacdo portal e detoxificado a ureia pelo
ciclo da ornitina no figado, com gasto de energia (Visek, 1984; Russell et al., 1992; Van
Soest, 1994). Essa molécula de ureia pode retornar ao raimen através da parede ruminal e
ou saliva, quando a concentragao de N na dieta diminui (Valkeners et al., 2006). Contudo,
havendo maior ingestdo de N na dieta, com consequente picos na producdo e
concentragdo sérica de UreiaN, ocasionaram maior quantidade de UreiaN filtrada pelos
rins e, assim, havera aumento na excrecao de CN na urina (Russell et al., 1992; Rocha et
al., 2016).

As relagdes NU:creatinina e UreiaN:creatinina na urina ndo apresentaram efeito
(P>0,05) de tratamento, CD e CT (Tabela 7), bem como suas interacdes, embora a
excre¢ao de CN na urina tenha apresentado diferenca para tratamentos e CT (P<0,05)
(Tabela 7). Desta forma, a sugestdo da obten¢cdo de uma tinica amostra de urina obtida
por coleta total de 4 horas, ndo permite estimar adequadamente a excre¢do de CN na
urina, corroborando com os resultados de Silva Junior (2014).

A avaliagdo comparativa da excrecdo de creatinina observada nas amostras
obtidas a partir da coleta total de urina, a cada 4 horas por 3 dias com as amostras spot de
urina obtidas em momentos pontuais (as 12, 16, 20, 0, 4 e 8 horas) (Tabela 8), demonstrou
ndo haver diferenca (P>0,05) entre as duas formas de coleta estudadas. Logo, permite
inferir que a creatinina estima adequadamente o volume urinario em bovinos mantidos

em pastejo.
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Tabela 7. Médias ajustadas para nitrogé€nio urinario (NU), excre¢do de nitrogénio ureia na urina (UreiaN), em mmol, e as relagdes com a creatinina
(Cre), NU:Cre e UreiaN:Cre, em funcao dos periodos de coleta (CT), por 4 horas, e seus valores de probabilidade (Valor P) e desvio padrdo da

média (sxy) para os efeitos de dia de coleta (CD), CT e tratamentos (Tre) e suas interagdes.

Periodo de coleta

PCO
PC3
PCo6
PC9
PC12

PCO
PC3
PCo6
PC9
PCl12

PCO
PC3
PCo6
PC9
PCl12

PCO
PC3
PCo6
PC9
PCl12

0h00-4h00 4h00-8h00 8h00-12h00 12h00-16h00 16h00-20h00  20h00-24h00 Valor P
NU
532 550 524 623 611 545 0,097
677 603 643 715 667 683 0,244
779a 615b 627b 734a 655ab 710a <0,001
808a 790b 669b 840a 1048a 965a <0,001
980b 790c 773c¢ 1006a 956b 1081a <0,001
UreiaN
319 368 297 291 371 317 0,127
464 448 434 497 482 486 0,442
481a 374b 423b 469a 407b 448a <0,001
542b 532b 377c 514b 699a 601b <0,001
802b 694c 622d 813b 1038a 907a <0,001
NU:Cre
42,7 42,6 42,0 49,7 46,1 43,9 0,124
51,0 46,7 48,6 49,5 47,7 50,4 0,234
57,7 48,4 47,0 55,1 49,4 49,4 0,091
59,3 57,7 51,9 60,3 77,2 72,5 0,102
73,4 63,7 59,1 74,2 68,5 82,5 0,081
UreiaN:Cre

22,5 28,4 23,9 233 28.4 25,2 0,223
34,9 33,2 32,7 34,5 33,8 35,8 0,342
35,8 29,5 31,5 35,2 30,7 31,5 0,098
39,6 39,4 29,4 36,6 51,7 45,0 0,081
59,7 52,3 479 59,8 72,0 70,0 0,090
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Valor P (efeitos)

CD CT Tre CD x Tre CT x Tre CDxCT CDxCTx Tre SXy
NU 0,192 <0,001 <0,001 0,253 0,194 0,920 0,628 20,554
NUrea 0,894 <0,001 <0,001 0,309 0,750 0,744 0,514 19,286
NU:Cre 0,201 0,117 0,430 0,271 0,173 0,927 0,776 16,131
NUrea:Cre 0,932 0,398 0,530 0,185 0,122 0,787 0,342 13,433

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes, sdo diferentes entre si (P<0,05). Tratamento: suplemento com 22,21% PB ofertado aos niveis de 0 g/kgPC (PCO0), 3
g/kgPC (PC3), 6 g/kgPC (PC6), 9 g/kgPC (PC9) e 12 g/kgPC (PC12).
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A observacgao das relagdes AL:creatinina e AU:creatinina, nos métodos de coleta

avaliados neste estudo, possibilitou a observacao de que ndo houve variacio (P>0,05)

(Tabela 8) entre as amostras obtidas na forma de coleta total ou spot de urina.

Tabela 8. Intercepto, inclinag¢do, desvio padrdo (sxy) and Valor P da correlacao entre as

amostras de urina obtidas por coleta total a cada 4 horas (CT) e a coleta spot de urina.

CT Intercepto  Valor P Inclinagdo  Valor P Sxy

Cre 12 15.101 0.156 0.882 0.079 7.569
16 4.644 0.629 0.972 0.671 6.840

20 5.381 0.478 0.966 0.502 5.855

0 5.790 0.334 1.043 0.267 4.602

4 11.441 0.307 0.906 0.206 9.097

8 12.297 0.157 0.924 0.158 5.666

AL:Cre 12 0.000 0.946 1.013 0.724 0.005
16 0.000 0.313 0.993 0.282 0.002

20 0.003 0.310 0.969 0.314 0.003

0 0.068 0.541 0.585 0.689 0.183

4 0.002 0.668 0.977 0.577 0.005

8 0.014 0.341 0.863 0.315 0.017

AU:Cre 12 0.002 0.146 0.881 0.224 0.052
16 0.002 0.373 0.853 0.346 0.004

20 0.009 0.182 0.343 0.228 0.009

0 0.001 0.332 0.875 0.287 0.023

4 0.001 0.283 0.890 0.216 0.211

8 0.000 0.634 0.978 0.793 0.194

NU:Cre 12 0.038 0.891 1.006 0.866 0.326
16 0.050 0.850 1.008 0.823 0.282

20 0.196 0.518 1.024 0.535 0.323

0 1.310 0.077 0.822 0.036 0.673

4 0.317 0.675 0.402 0.442 0.793

8 0.116 0.680 0.996 0.924 0.313

UreiaN:Cre 12 0.048 0.864 0.984 0.758 0.450
16 0.078 0.741 0.979 0.491 0.239

20 0.261 0.344 0.956 0.374 0.413

0 0.647 0.039 1.104 0.012 0.307

4 0.451 0.151 0.901 0.063 0.428

8 0.055 0.827 0.990 0.828 0.412

Creatinina (Cre) e as suas relagdes com alantoina (AL:Cre), acido urico (AU:Cre), nitrogénio urinario

(NU:Cre) e nitrogénio ureia na urina (NUrea:Cre).

Esses resultados corroboram com Chen et al. (1995), que ao avaliarem a variagao

diurna das relagdes entre as concentracdes de DP e creatinina em ovinos submetidos a
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diferentes frequéncias de fornecimento de alimento, ndo observaram diferencas para
tratamentos e CT, concluindo que uma amostra de urina coletada em qualquer horario do
dia (spot) poderia ser utilizada para a estimagdo da excre¢ao diaria de DP na urina. E
também, com Valadares et al. (1999), Renno et al. (2000), Oliveira et al. (2001) e Pereira
(2009), que ao compararem a excre¢ao de DP obtidos em coleta total de urina durante 24
horas e os estimados, utilizando a concentragdo de creatinina nas amostras spot, nao
observaram diferenca entre as duas metodologias de coleta. Assim, sugere-se entdo que a
amostragem realizada na forma de coleta spot de urina, obtida em qualquer horério do
dia, estima adequadamente a excregdo de DP. E de grande importancia a obtengdo de
amostras que representem bem o metabolismo animal, principalmente para animais
mantidos em pastejo, que possuem uma maior variedade de fatores que possibilitam
mudangas nutricionais e produtivas, quando comparados com animais mantidos em
confinamento.

Na analise das relagdes NU:creatinina e UreiaN:creatinina (Tabela 8), observou-
se que os horarios das amostras obtidas as 4, 8, 12, 16 e 20 horas, foram similares a coleta
total de urina com amostragem a cada 4 horas (P>0,05). Entretanto, no horario da meia
noite (amostragem 20h00-24h00, coleta total/O hora, coleta spot de urina), observou-se
variacdo na excre¢ao de NU (inclinagdo, P=0,03) e de UreiaN (inclinagdo, P=0,01; e
intercepto, P=0,03), indicando que coletas spot de urina realizadas neste horario, ndo
representariam a excre¢ao de CN ao longo do periodo de 24 horas.

Uma vez que a inclinagdo determina o coeficiente de regressdo da reta
determinada pela comparagao entre as duas técnicas de obtencdo da amostra e o intercepto
indica o ponto onde essa reta cruza o eixo. A inclina¢do e o intercepto definidos pela
relacdo linear entre duas variaveis (coleta total versus coleta spot de urina), permiti
determinar que quando estas duas (inclinacdo e intercepto), ou apenas uma delas, forem
significativas, existe diferenca entre as duas formas de coletas estudadas.

Com base nos resultados, observa-se que a excre¢do de CN varia de acordo com
o tratamento e com o CT (Tabela 7), principal fator que pode levar a erros amostrais. Uma
vez que esta variacao na excre¢do de CN ndo permite que uma Unica amostra de coleta
total de urina por 4 horas fosse suficiente para estimar a excrecao de CN na urina, uma
unica coleta spot de urina pode ser algo que necessite de maior atencdo, quando se
objetiva estudar a excrecao de CN na urina. Assim, a obtencao de duas amostras na forma

spot de urina seria mais adequada.
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Tabela 9. Médias ajustadas para as relagdes da alantoina (AL), acido urico (UA), nitrogénio urindrio (NU) e nitrogénio ureia na urina (UreiaN)
com a creatinina (Cre), AL:Cre, UA:Cre, NU:Cre e UreiaN:Cre, em mmol, e o intercepto, coeficiente de regressao (slope), desvio padrao (sxy),
Valor P, quadrado médio de predicao de erros (QMPE), e a percentual absoluta e de decomposi¢cdo das correlagdes entre as amostras de urina
obtidas por coleta total a cada 4 horas e a média de duas amostras spot de urina.

AL:Cre

AU:Cre

NU:Cre

UreiaN:Cre

CT M¢édia Intercepto Valor P Inclinacdo ValorP Sxy QMPE Decomposi¢do percentual

8/12
8/16
12/16
8/12
8/16
12/16
8/12
8/16
12/16
8/12
8/16
12/16

1,40

1,41

1,46
0,113
0,121
0,114
53,4

53,3

57,8

39,9

38,5

36,9

0,029
0,023
0,032
0,008
0,006
0,012
0,031
0,035
0,042
0,007
0,001
0,072

0,454
0,906
0,590
0,227
0,690
0,981
0,880
0,864
0,867
0,975
0,995
0,737

0,944
0,926
0,878
0,973
0,982
1,006
1,002
1,001
1,006
0,987
0,987
0,979

0,580
0,492
0,328
0,736
0,489
0,699
0,928
0,946
0,842
0,769
0,707
0,561

0,012
0,013
0,015
0,008
0,003
0,007
0,236
0,223
0,281
0,368
0,288
0,292

0,00084
0,00024
0,00032
0,00016
0,00003
0,00014
0,13851
0,12337
0,12259
0,06210
0,06146
0,08226

MB [AY ucC
0,051 3,348 96,601
3,313 5,590 93,097
0,362 2,777 96,861
4,654 43,881 50,302
2,429 0,910 96,661
7,956 0,126 91,918
6,645 1,799 91,455
6,249 3,199 90,552
0,512 0,087 99,402
2,400 0,180 97,421
1,931 0,002 98,067
0,001 0,729 99,271

*CT: Periodo de coleta.
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A combinag¢ao da média de duas amostras spot de urina versus a amostra de urina
obtida via coleta total, com amostragem a cada 4 horas, demonstrou ndo haver diferenca
(P>0,05) entre as duas formas de coleta estudadas (Tabela 9). Com base nesta analise,
observa-se que as amostras obtidas nos horarios das 8 e 16 horas, demonstraram menor
variacao no quadrado médio dos erros de predicao (QMEP) nas varidveis AL:creatinina
(QMEP=0,00024), AU:creatinina (QMEP=0.00003) e UreiaN:creatinina
(QMEP=0,06146) em relagdo a coleta total de 4 horas, demonstrando garantir, assim, uma
maior precisao nos resultados, quando as coletas spot de urina sdo realizadas nestes
horérios. Contudo, para a varidvel NU:creatinina observou-se o resultado de menor
variagdo (QMEP=0.12259) na combinacdo de amostras obtidas nos horarios das coletas
realizadas as 12 e 16 horas. Pela proximidade entre os valores de QMEP nos horarios das
8 ¢ 16 horas com o das 12 e 16 horas (QMEP=0,12337, na amostra das 8 ¢ 16 horas), ¢ o
fato das outras trés variaveis estudadas terem coincidido com o horario das 8 e 16 horas,
recomenda-se a realizagdo de coletas spot de urina 4 horas antes e 4 horas apos o
fornecimento de suplementacdo (realizada as 12 horas neste experimento) para bovinos
em pastejo.

Os horarios para combinagao de amostras spot de urina foram escolhidos baseados
na auséncia dos efeitos avaliados sobre as relagcdes dos DP:creatinina (P>0,05), nas duas
formas de obtencdo das amostras de urina aqui estudadas, além da auséncia de efeitos
diurnos sobre as relagdes dos CN:creatinina e pela facilidade da realizagdao da coleta
durante o dia, o que possibilitaram a combinacdo de duas amostras de urina obtidas
durante os horarios diurnos.

Faz-se importante ressaltar que a demanda de realizacdo de duas coletas spot de
urina se faz necessaria apenas quando objetiva-se estudar simultaneamente a excre¢do de
DP e CN. Para o estudo apenas da excre¢ao de DP ndo se faz necessario, uma vez que
ndo apresentaram efeito de tratamento e CT, demonstrado que uma tinica amostra spot de
urina obtida em qualquer horario do dia ¢ suficiente para estimar a excre¢do de AL e AU.
Conclusao

A excre¢do de creatinina ¢ constante em 24h e estima adequadamente o volume
urindrio em bovinos mantidos em pastejo.

Uma unica amostra spot de urina obtida no pasto, em qualquer horério do dia,
pode ser usada para estimar a excre¢do de derivados de purinas. Para a estimativa da
excre¢ao de compostos nitrogenados na urina sao necessarias duas amostras spot de urina,

4 horas antes e apds a suplementagdo, em bovinos em pastejo.
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Capitulo 2

Recuperacio da creatinina na urina de bovinos em func¢io do tempo e da
temperatura de armazenamento

Resumo

Objetivou-se avaliar a recuperagdo da creatinina em fun¢do do tempo e de diferentes
temperaturas de armazenamento. O experimento foi realizado no Departamento de
Zootecnia da UFV. Foram utilizadas urina de vinte e cinco animais, dez provenientes da
raca Nelore e quinze da raca Holandesa. As urinas (10 de gado de corte e 10 de gado de
leite) foram diluidas em solucdo de acido sulfurico a 0,036 N, fracionadas e conservadas
em temperatura ambiente, resfriadas (4°C) e congeladas (-20°C e a -40°C), analisadas em
diferentes dias apds a coleta (1, 3, 7, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 dias). Imediatamente
apoés a coleta, a urina foi diluida e seu pH corrigido para valor inferior a 3, e a urina foi
analisada, dando origem ao valor de creatinina, resultado utilizado como valor de
referéncia da concentragdo de creatinina na amostra. Este valor referéncia, foi utilizado
como divisor dos valores de creatinina obtidos nos dias da analise, por amostra, obtendo-
se o valor de creatinina relativa, o que permite a observagao do aumento ou diminuigdo
da concentracdo de creatinina ao longo do tempo. Para avaliar a conversdo de creatina em
creatinina na urina de bovinos, utilizou-se urina proveniente de cinco bovinos da raga
Holandesa. Estas urinas também foram diluidas e tiveram seu pH corrigido para valor
inferior a 3. Para avaliar o efeito da adi¢dao de creatina na urina, adicionou-se solucao de
creatina (concentragdes de 20, 40 e 60 mg/dL) nos eppendorf contendo urina diluida.
Estas urinas foram analisadas em diferentes dias ap6s a coleta (1, 3, 7, 15, 30 e 45 dias),
sendo armazenadas nas mesmas temperaturas descritas anteriormente. a recuperacao da
creatinina foi constante (P>0,05) até o décimo dia de armazenamento, independente da
temperatura utilizada. A partir do 30° dia de armazenamento houve efeito de tempo e/ou
temperatura (P<0,05) na recuperacdo de creatinina na urina de bovinos. As amostras
armazenadas em temperatura ambiente e a 4°C apresentaram aumento na concentracao
da creatinina relativa com o passar dos dias (P<0,05). As amostras congeladas (-20°C e a
-40°C) mantiveram a recuperagdo constante (P>0,05). A adicdo de creatina na urina
causou aumento (P<0,05) nas concentragdes de creatinina nas amostras armazenadas a
temperatura ambiente e em refrigeracdo, a partir de 30 dias de armazenamento. Nas
amostras armazenadas em temperaturas de congelamento, ndo houve alteracio na

concentracdo de creatinina (P>0,05). Conclui-se que as amostras de urina podem ser

47



armazenadas em qualquer uma das temperatura estudada até quinze dias apds a coleta
para estimativa da concentragdo de creatinina. Amostras que necessitem tempos de
armazenamentos superiores a 15 dias devem ser congeladas a -20°C ou -40°C.
Introducio

A creatinina ¢ uma molécula formada no musculo pela remog¢ao ndo enzimatica
de 4gua do fosfato de creatina, que ¢ uma importante reserva energética no metabolismo
do tecido muscular (Harper et al.,1982; Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000; Ardalan et al.,
2015). A degradagdao do fosfato de creatina ¢ realizada de forma espontdnea e ¢
relativamente constante, e aproximadamente 2% do pool de creatina corporal sdo
convertidos a creatinina diariamente (Bloch et al., 1941). A creatinina pode ser encontrada
no sangue e na urina. Contudo, a creatinina presente no sangue ndo ¢ mais utilizada pelo
organismo animal e, assim, ¢ filtrada e excretada pelos rins através da urina (Wyss e
Kaddurah-Daouk, 2000).

A urina ¢ um fluido bioldgico formado a partir da depurag¢do sanguinea, de facil
obtencdo e consiste na principal via de excre¢ao de compostos nitrogenados e derivados
de purinas em bovinos, o que possui grande importancia na experimentagao animal, uma
vez que estes metabolitos excretados através da urina servem de parametros da dinamica
de digestao e metabolismo dos componentes da dieta, principalmente nitrogénio.

Contudo, devido a necessidade de se realizar coleta de urina por no minimo cinco
dias (Chen e Gomes, 1992), que ¢ uma técnica experimental laboriosa, desconfortavel
para o animal, a creatinina tem sido avaliada e validada como indicador interno do volume
urinario, visando diminuir e facilitar coletas experimentais com animais (Valadares et al.,
1999; Renno et al. 2000; Silva Junior, 2014). O uso da creatinina como indicador da
producdo urinaria ¢ obtido pela divisdo da excrecdo didria desse composto pela sua
concentracdo na amostra, o que permite a realizagcdo da coleta spot de urina (Chizzotti et
al., 2008), tanto em bovinos em confinamento quanto mantidos a pasto.

Entretanto, mesmo havendo grande importincia do conhecimento da concentragao
de creatinina nas amostras de urina de bovinos, ndo foram encontrados dados na literatura
informando a melhor forma de armazenamento das amostras. Van Niekerk et al. (1963)
ao avaliaram a recuperagdo da creatinina na urina de ovinos, observaram que ha
degradacdo da creatinina em seu pH normal (entre 8,4 e 8,7), quando armazenada a
temperatura entre 27 e 30°C, no entanto, encontraram aumento na concentracao urinaria
de creatinina quando esta ¢ armazenada acidificada (pH 2,5 a 3,5) em temperatura de 28

a 39°C por cento e cinquenta dias de armazenamento.
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Desta forma, objetivou-se avaliar a recuperagdo da creatinina em func¢ao do tempo
e de diferentes temperaturas de armazenamento.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa. O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais de Producdo — CEUAP, da Universidade Federal de Vigosa, conforme protocolo
n°® 24/2016.

Foram utilizadas amostras de urina de 25 animais, sendo dez coletadas de gado de
corte (cinco novilhos machos e cinco novilhas fémeas Nelore) e quinze de gado de leite
(cinco vacas primiparas e dez vacas multiparas da raga Holandesa). Os animais utilizados
para realizac¢do da coleta, foram escolhidas de forma aleatoria.

A amostragem foi realizada através da coleta spot de urina, por mic¢ao espontanea,
onde 40 mL de urina, por animal, seguindo recomendac¢des de Chen e Gomes (1992),
foram diluidos em 160 mL de 4gua para evitar precipitagdo do 4cido urico e teve seu pH
ajustado para valores abaixo de 3, a fim de evitar degradagdo microbiana dos derivados
de purinas e da creatinina.

Imediatamente apds a amostragem, diluicao, corre¢ao do pH e homogeneizacgao,
uma aliquota foi imediatamente analisada, a fim de determinar a concentragdo da
creatinina no ato da coleta, sendo este o dia zero. As aliquotas de urina foram analisadas
no dia zero, um dia apds a realizacdo da coleta, 3, 7, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 150 dias
de armazenamento apds a coleta.

Realizou-se fracionamento da amostra, onde as demais aliquotas foram
armazenadas, apos homogeneizagdo, em eppendorf de 2 mL e armazenadas em caixas
porta eppendorf com capacidade para 100 unidades.

As amostras de urina foram conservadas em temperatura ambiente, mantidas sob
refrigeracdo 4°C, congeladas a -20°C e a -40°C, totalizando quatro temperaturas de
armazenamento. Totalizando 4 caixas de armazenamento por temperatura avaliada.

A temperatura ambiente, da sala onde as urinas referentes a essa variavel, foi
verificada e anotada todos os dias, as 16h, horario onde a temperatura ambiente maxima
jé foi atingida. Para mensuragdo da temperatura ambiente fez-se uso de termometro
meteoroldgico com medi¢do de temperatura maxima e minima.

A quantificagdo da concentracdo de creatinina foi realizada por meio do método
cinético colorimétrico (K067), usando kit Bioclin® (Belo Horizonte, Brasil), utilizando-

se 0 equipamento automatico para bioquimica, marca Mindray, modelo: BS200E, com
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comprimento de onda de leitura de 510 nm (490-520 nm) no Laboratorio de Fisiologia e
Reproducdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

A concentragdo da creatinina no dia zero serviu como referéncia para as amostras
armazenadas. O valor da concentragdo de creatinina (mg/dL) no dia da analise foi
dividido pelo valor referéncia obtendo-se assim o valor de creatinina relativa,
possibilitando a observagdo do aumento ou diminui¢do na concentragdo da creatinina na
amostra, para avaliagdo do efeito do tempo e da temperatura de armazenamento.

A fim de avaliar a conversdao de creatina em creatinina em fungdo do tempo e
temperatura de armazenamento foram utilizadas amostras de urina provenientes de 5
animais, de origem leiteira. Adicionou-se 0,2 mL de solugdo de creatina em 1,8 mL de
urina em pH abaixo de 3 nos eppendorfs.

Para confecgdo da solugdo de creatina, utilizou-se padrio de anélise da SIGMA®
com 99,5% de pureza.

As aliquotas foram entdo armazenadas, apdés homogeneizagdo, em caixas porta
eppendorf com capacidade para 100 unidades, sendo uma aliquota de urina diluida e com
pH corrigido sem adi¢do de solucdo de creatina e trés com adi¢cdo de solugdo de creatina
a 20, 40 e 60 mg/dL.

As amostras de urina foram conservadas nas mesmas temperaturas testadas no
experimento um. Sendo analisadas nos dias 1, 3, 7, 15, 30 e 45 apds a coleta. Seguindo
mesma metodologia de determinagdo da creatinina do experimento um.

Para avaliar a recuperacdo da creatinina ao longo do tempo sob efeito da
temperatura de armazenamento utilizaram-se os procedimentos estatisticos do programa
SAS (Statistical Analysis System, versao 9.4). Utilizaram-se os procedimentos MIXED,
adotando-se alfa de 5% como nivel critico de probabilidade para o erro tipo I, tendo como
efeitos fixos o tempo e temperaturas de armazenamento, ¢ para efeito aleatdrio, os
animais.

Para avaliar a conversdo da creatina em creatinina utilizaram-se o procedimento
REG do SAS 9.4, onde foi estimado a regressdao linear de valores adicionados e
recuperados, sendo o pardmetro regressor (B1) interpretado como teste de conversao de
creatina em creatinina. Adotou-se alfa de 5% como nivel critico de probabilidade para o
erro tipo L.

Resultados e Discussao
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A temperatura ambiente média observada na sala de armazenamento das amostras
para o experimento um foi de 20,6 + 1,1°C para minima e méaxima de 25,8 + 1,3°C. Ja
para o experimento dois 21,2 & 0,8 para minima e a maxima de 26,4 + 1,1°C.

Houve interagdo entre o tempo e a temperatura de armazenamento. Na Tabela 1
podem ser observadas as médias de creatinina relativa e os valores de P em fun¢do de
tempo (dias) e temperatura de armazenamento das amostras de urina. Do primeiro ao 15°
dia de armazenamento nao houve diferenca (P>0,05) na concentragdo de creatinina
relativa nas amostras, nao havendo assim aumento ou diminuicao significativos na sua
concentracdo, o que possibilita inferir que a amostra de urina diluida e com pH ajustado
para valor abaixo de trés podem ser armazenadas em qualquer uma das temperaturas que
foram testadas.

Nao foi observada degradacdo da creatinina (P>0,05) nas amostras de urina,
demonstrando que a diluicdo e correcdo do pH para valores abaixo de trés inibem a
degradagdo da molécula de creatinina. Wyss e Kaddurah-Daouk (2000) relataram que
enzimas especificas provenientes de microrganismos que podem se desenvolver na urina
degradam a creatinina a acido acético e metilguanidina, em condi¢des de pH proximo ao
normal da urina (8,4 a 8,7).

Entre o0 30° e 0 150° dia de armazenamento houve efeito (P<0,05) de tempo e/ou
temperatura de armazenamento sobre a concentracdo de creatinina. A urina armazenada
a temperatura ambiente e a 4°C sofreu influéncia (P<0,05) do tempo de armazenamento,
ocorrendo aumento na concentragdo da creatinina relativa (Figura 1).

Estes dados estdo de acordo com Van Niekerk et al. (1963), que ao avaliarem a
recuperagdo da creatinina em amostras de urina de ovinos, encontraram aumento na
concentracao urinaria de creatinina quando esta ¢ armazenada acidificada (pH 2,5 a 3,5)
em temperatura entre 28 e 39°C, por 150 dias, demonstrando que algum composto
presente na urina esteja se transformando em creatinina.

Possivelmente esse aumento nas concentragdes de creatinina relativa na urina de
bovinos esteja ligada a excre¢do de creatina na urina, uma vez que o equilibrio da
molécula de creatinina (creatina <> creatinina), in vitro, ¢ amplamente dependente de
temperatura e pH, onde a creatina ¢ favorecida em pH bésico e baixa temperatura, ¢ a
creatinina tem aumento de sua concentragdo quando ha elevadas temperaturas e meio

acido (Lempert, 1959; Van Niekerk, 1963).
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Tabela 1. Médias, nivel de significancia (valores P) e erro padrao da média (EPM) obtidos
para creatinina relativa em func¢do de tempo (dias) e temperatura de armazenamento em
amostras de urina de bovinos.

Temperatura de Conservagdo

Dias Ambiente 4°C -20°C -40°C Valor P!
1 1,037 1,015 0,975 1,001 0,376
3 1,039 1,015 1,045 1,012 0,759
7 1,054 1,013 0,998 1,003 0,441
10 1,067 1,027 1,017 1,028 0,527
15 1,092 1,009 1,011 1,021 0,067
30 1,168 0,995 0,980 0,958 <0,001
45 1,248 1,065 1,022 1,014 <0,001
60 1,250 1,074 1,023 1,015 <0,001
90 1,304 1,109 1,043 0,997 <0,001
120 1,369 1,117 1,050 1,044 <0,001
150 1,329 1,070 1,041 1,037 <0,001

Valor P? <0,001 0,002 0,409 0,560 EPM=0,0449°

IEfeito de tratamento dentro de tempo (dia); “Efeito de tratamento ao longo do tempo (dias); *Para n=20.

Observa-se que os incrementos nas concentragdes de creatinina nas amostras
armazenadas a temperatura ambiente aumentaram a medida que se armazenava as
amostras por maiores periodos. No 30° dia, a concentracdo de creatinina aumentou
aproximadamente 17% em relagdo a creatinina observada no dia zero, no 150° dia a
concentracdo de creatinina ficou aproximadamente 33% maior ao valor de referéncia.
Esses aumentos levam a superestimag@o da concentracdo de creatinina na urina, podendo
levar a erros experimentais, quando se usa a creatinina como indicador do volume
urinario.

As amostras armazenadas sob refrigeracdo também apresentaram variacdo ao
longo do tempo de armazenamento (P<0,05), com menor variacdo que em temperatura
ambiente, porém também significativa, evidenciando que mesmo sob refrigeracdo ¢
possivel haver incrementos na recuperacao da creatinina.

As amostras quando armazenadas a temperaturas que promoviam congelamento
da urina (-20°C e -40°C) ndo sofreram influéncia (P>0,05) de tempo e tdo pouco de
temperatura (Tabela 1), demonstrando serem as melhores formas de armazenamento da

urina por tempos maiores que 15 dias de conservagao.
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Figura 1: Concentracdo da Creatinina relativa na urina de bovinos em funcao do tempo
(dias) e temperatura de armazenamento.

A adi¢do de solugdo de creatina (Figura 2) na urina de bovinos demonstrou que
com o passar dos dias de conservacao das amostras nas diferentes temperaturas estudadas,
houve aumento (P<0,05) na concentracao de creatinina, para a temperatura ambiente
(24,3°C) e refrigeragao (4°C) a partir de 30 dias de armazenamento. Nas temperaturas de
congelamento (-20°C e -40°C) ndo houve alteragdo na concentracdo de creatinina
(P>0,05), confirmando a hipétese de que na urina conservada sem congelamento,
principalmente em temperatura ambiente, ha aumento na conversdo de creatina em
creatinina em urina acidificada.

No entanto ndo foram encontrados dados na literatura que relatem a excregdo de
creatina através da urina de bovinos. Em humanos, a excre¢ao de creatina na urina ¢
considerada baixa, Vici et al. (1987) ao avaliar o fornecimento de suplementos como
ornitina, lisina, arginina, citrulina e creatina para pacientes humanos que apresentavam
hiperamonemia, observaram concentracdes de 11 pmol/kg de peso corporal. Estes
mesmos autores ao citarem Pavry et al. (1979) descreveram como valores de referéncia
para a excrecao de creatina na urina de 41 a 104 umol/kg de peso corporal, nao sendo

influenciada por idade ou sexo (Forbes e Bruining, 1978).
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Figura 2. Coeficientes da regressdo linear entre os valores de creatinina analisada em
funcdo da creatina adicionada, de acordo com os dias de conservacdo sob diferentes
temperaturas (* significativo a 0,05 de probabilidade).

Observa-se que a adi¢do de solugdo de creatina nas amostras de urina causou
aumento na recuperacao de creatinina. Esse aumento foi mais proeminente nas amostras
mantidas em temperatura ambiente, mesmo comportamento observado nas amostras sem
adicdo referentes ao experimento 1 (Tabela 1 e Figura 1). Contudo esse aumento que no
experimento 1 comecou a ocorrer no 30° dia de armazenamento, aqui ocorreu mais
precocemente, no 7° dia de armazenamento. No 7° dia de armazenamento, para cada
miligrama de creatina adicionada cerca de 5% estava convertida em creatinina, aos 45
dias de armazenamento essa conversao foi cerca de 35%, evidenciando que quanto maior
a concentracao de creatina na urina, maior e mais rapida sua conversdo em creatinina.

E preciso salientar que as concentragdes de creatina adicionadas sio muito
superiores as que possivelmente possam ser encontradas na urina de bovinos, uma vez
que como destacado, a excre¢do de creatina na urina ¢ baixa.

Conclusio
Amostras de urina de bovinos podem ser armazenadas em qualquer temperatura até

dez dias ap0s a coleta para determinacdo da concentracdo de creatinina. Amostras que
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necessitem tempos de armazenamentos superiores a quinze dias devem ser congeladas a
-20°C ou -40°C.
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