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"Um homem é um sucesso se pula da cama de manhd, vai dormir d noite
e, nesse meio tempo, faz o que gosta."

Bob Dylan

“Cada um de nés compde a sua historia
cada ser em si

carrega o dom de ser capaz
e ser feliz”

Tocando em Frente — Almir Sater e Renato Teixeira
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RESUMO

BATISTA, Erick Darlisson, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2012.
Suplementacdo nitrogenada ruminal e/ou abomasal em bovinos alimentados com
forragem tropical de alta qualidade. Orientador: Edenio Detmann. Coorientadores:
Mario Fonseca Paulino e Sebastido de Campos Valadares Filho.

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com compostos nitrogenados no
rimen e/ou no abomaso sobre o consumo, a digestibilidade, dindmica ruminal e os
parametros do metabolismo de compostos nitrogenados em bovinos alimentados com
forragem tropical de alta qualidade. Foram utilizados quatro novilhos da raca Nelore,
ndo castrados, com peso corporal inicial médio de 280£10 kg, fistulados no rimen e no
abomaso. Os tratamentos avaliados foram: controle (somente forragem); suplementacéo
nitrogenada ruminal, com fornecimento diario de 224 g de proteina bruta (PB)
suplementar intra-ruminal; suplementacdo nitrogenada abomasal, com fornecimento
diario de 224 g de PB suplementar fornecida diretamente no abomaso; e suplementacéo
nitrogenada ruminal e abomasal, com fornecimento diario de 224 g de PB suplementar,
sendo 112 g no rdmen e 112 g no abomaso. A alimentacdo volumosa basal foi
constituida por feno de capim-Tifton (Cynodon spp.) com teor médio de PB de 98,6
o/kg de matéria seca (MS), fornecido ad libitum. O experimento foi conduzido e
analisado segundo delineamento em quadrado latino 4 x 4 balanceado para efeitos
residuais com quatro tratamentos, quatro animais e quatro periodos experimentais com
29 dias de duracdo cada. Os periodos experimentais constaram de trés fases ou
subperiodos. No primeiro, avaliou-se 0 comportamento dos animais em termos de
consumo sem suplementacdo. No segundo subperiodo foi avaliada a evolugdo do
consumo em resposta a suplementacdo. Na terceira fase de cada periodo, pressupondo-
se que 0s animais estivessem apresentando respostas estaveis a suplementacéo,
procedeu-se as avaliacOes relativas aos coeficientes de digestibilidade, a dinamica
ruminal de compostos fibrosos e ao metabolismo dos compostos nitrogenados. Nao
foram observados efeitos (P>0,10) de tratamentos sobre os consumos voluntarios de

fibra em detergente neutro (FDN) durante os dois primeiros subperiodos experimentais.
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Na avaliagdo do consumo durante a fase pressuposta com resposta estavel a
suplementacdo ndo foram observadas diferencas (P>0,10) para o consumo de MS total,
de forragem e de FDN. No entanto, o consumo de PB foi incrementado com o
fornecimento de suplemento (P<0,10). A suplementacéo elevou (P<0,10) as estimativas
do coeficiente de digestibilidade total da MS, PB e o teor de nutrientes digestiveis totais
(NDT). Os coeficientes de digestibilidade ruminal da MS e PB, embora néo afetados de
forma global pela suplementacédo, foram reduzidos de forma linear com o deslocamento
da suplementacdo do rumen para o abomaso. Adicionalmente, efeito linear positivo
(P<0,10) relativo a mudanca do local de suplementacdo do rimen para o abomaso foi
encontrado sobre os coeficientes de digestibilidade intestinal da MS e PB. A massa
ruminal e as taxas de passagem e degradacdo da FDN ndo foram afetadas pelos
tratamentos. Como verificado para o consumo de PB, o balanco aparente de nitrogénio
também foi ampliado (P<0,10) sendo, em média superior em 43% para 0s tratamentos
envolvendo a suplementacdo em relagdo ao controle. A eficiéncia de utilizagdo do
nitrogénio absorvido ndo foi afetada de forma global pela suplementacdo (P>0,10),
entretanto efeito linear positivo (P<0,10) foi observado sobre esta variavel com o
deslocamento da suplementacdo para o abomaso. As concentragdes de nitrogénio
amoniacal ruminal e nitrogénio uréico no soro foram ampliadas pela suplementacéao
(P<0,10), apresentando também efeito linear negativo (P<0,10), com o deslocamento do
local de suplementacdo do rdmen para o abomaso. O balanco de compostos
nitrogenados no rimen ndo foi afetado pela suplementacdo (P>0,10), sendo, contudo,
observado efeito linear negativo (P<0,10) com a mudanca da suplementacdo do rimen
para 0 abomaso. A excrecdo fracional de nitrogénio uréico foi incrementada pelo
fornecimento da suplementacdo nitrogenada (P<0,10). N&o houve efeitos dos
tratamentos avaliados (P>0,10) sobre a excrecdo urinaria de 3-metil-histidina e a
degradacdo de proteina muscular. O fluxo intestinal de compostos nitrogenados
microbianos ndo foi afetado pela suplementacdo (P>0,10), contudo efeito linear
negativo (P<0,10) foi observado com a modificacdo do local de suplementacdo do
rimen para o abomaso. A suplementacdo com compostos nitrogenados no ramen e/ou
no abomaso em bovinos alimentados com forragem tropical de alta qualidade permite
incrementar a retencdo de nitrogénio no organismo animal de forma similar. Contudo, a
eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio é ampliada com o deslocamento da suplementacdo

do rumen para o abomaso.



ABSTRACT

BATISTA, Erick Darlisson, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2012.
Ruminal and/or abomasal nitrogen supplementation in cattle fed high-quality
tropical forage. Adviser: Edenio Detmann. Co-Advisers: Mario Fonseca Paulino and
Sebastido de Campos Valadares Filho.

The objective of this work was to evaluate the effects of supplementation with nitrogenous
compounds in the rumen and, or in the abomasum on intake, digestibility, rumen dynamics
of fibrous compounds and on the parameters of nitrogenous compounds metabolism in
cattle fed tropical forage quality. Four Nellore young bulls, averaging 280+10 kg body
weight (BW) and fitted with rumen and abomasum cannulas, were used. The following
treatments were evaluated: control (only forage), ruminal nitrogenous compounds
supplementation (daily supply of 224 g of crude protein in the rumen), abomasal
nitrogenous compounds supplementation (daily supply of 224 g of crude protein in the
abomasum), and ruminal and abomasal nitrogenous compounds supplementation (daily
supply of 224 g of protein, being 112 g in the rumen and 112 g in the abomasum). The basal
diet consisted of Tifton 85 (Cynodon spp.) hay, which presented average crude protein (CP)
content of 98.6 g/kg of dry matter (DM). The experiment was implemented and analyzed
according to a 4 x 4 Latin square design, balanced for residual effects, with four treatments,
four animals and four experimental periods lasting 29 days each. The experimental periods
consisted of three phases or sub-periods. At first one, it was evaluated the animal response
in terms of intake without supplementation. In the second sub-period it was assessed the
evolution of intake according to supplementation. In the third sub-period, it was
supposed that animals were under a steady state with regard intake, digestibility and
metabolism according to the treatments. From this assumption, it was evaluated the
digestibility, the rumen dynamics of fibrous compounds, and the characteristic of the rumen
and metabolism of nitrogenous compounds. There was no effect of the treatments (P>0.10)
on voluntary intake of neutral detergent fiber (NDF) during the first two experimental sub-
periods. During the third sub-period, there was no effects of treatments (P>0.10) on total
DM, forage and NDF intake. However, the CP intake was increased by supplementation
(P<0.10). Supplementation increased (P<0.10) the digestibility coefficients of DM, CP and
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content total digestible nutrients (TDN). The ruminal digestibility of DM and CP,
although not globally affected by supplementation were reduced linearly with the
displacement of supplemental rumen to the abomasum. Additionally, a positive linear
effect (P<0.10) on the change of local to supplement the rumen to the abomasum was
found on the intestinal digestibility of DM and CP. The mass and rumen passage and
degradation rates of NDF were not affected by treatments. As observed for CP intake,
apparent nitrogen balance was also enhanced (P<0.10), being an average 43% higher for
treatments involving supplementation compared to control. The efficiency of utilization
of absorbed nitrogen was not affected globally by supplementation (P>0.10), however a
positive linear effect (P<0.10) was observed on this variable with the displacement of
supplementation to the abomasum. The concentrations of ruminal ammonia nitrogen
and urea nitrogen in serum were increased by the supplementation (P<0.10), also
showing a linear effect (P<0.10), with the displacement of local supplementation of
rumen to the abomasum. The nitrogenous compounds in the rumen was not affected by
supplementation (P>0.10), being, however, observed a linear effect (P<0.10) with the
change of supplemental rumen to the abomasum. The fractional excretion of urea
nitrogen was increased by the provision of nitrogen supplementation (P<0.10). There
was no effect of the treatments (P>0.10) on the urinary excretion of 3-methylhistidine
and degradation of muscle protein. The intestinal flow of microbial N synthesis was not
affected by supplementation (P>0.10), however a linear effect (P<0.10) was observed
with the change of place of supplementation in the rumen to the abomasum.
Supplementation with nitrogenous compounds in the rumen and/or the abomasum in
cattle fed tropical forage quality allows to increase nitrogen retention in the animal
organism similarly. However, the efficiency of nitrogen utilization is enhanced with the

deployment of supplemental rumen to the abomasum.
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Introducéo

A cadeia produtiva da carne bovina brasileira possui expressiva
representatividade no ambito internacional, sendo o Brasil lider em exportacdo de carne
(FAO, 2011) e detentor do maior rebanho comercial do mundo (USDA, 2011). Além
disso, o cenario econdémico atual € bastante promissor: 0s precos continuam a crescer,
pois a demanda cresce mais que a oferta; os paises emergentes apresentam crescimento
populacional, na renda per capita e na urbanizacdo; sendo que essas tendéncias fardo
com que o Brasil seja o pais que tenha 0 maior crescimento em producdo e exportacdo
de carne nos proximos dez anos (Cavalcanti, 2010).

Os sistemas de producéo de bovinos de corte no Brasil baseiam-se na utilizagédo
de pastagens, visto que as gramineas tropicais sdo capazes de fornecer energia aos
animais a custo baixo (Detmann et al., 2008). No entanto, 0s pastos tropicais raramente
constituem dieta equilibrada a producdo animal, verificando-se caréncias multiplas de
componentes minerais, energéticos e protéicos (Paulino et al., 2008), que implicam
ineficiéncia do desempenho animal.

A pluviosidade sazonal nas regides tropicais incorre periodos de baixa e de alta
precipitacdo, comprometendo a oferta qualitativa e quantitativa da forragem disponivel
ao pastejo, permitindo que o ano seja dividido em duas estacdes principais: de seca e de

aguas (ou estacdo chuvosa).



Durante o periodo seco do ano, as forragens tropicais sob pastejo séo
caracterizadas pela queda acentuada na qualidade nutricional, apresentando baixo teor
de proteina bruta (PB) (menor que 70 a 80 g PB/kg de matéria seca), o que limita a
capacidade dos microrganismos ruminais em degradar os compostos fibrosos presentes
na forragem basal (Lazzarini et al., 2009; Sampaio et al., 2009).

De forma contraria ao periodo de seca, no periodo de chuvas as forragens
tropicais sob pastejo ndo apresentam baixa qualidade nutricional, apresentando teores de
PB geralmente superiores a 70-80 g PB/kg de matéria seca (MS), sendo caracterizadas
como de média a alta qualidade. No entanto, os ganhos de peso obtidos em sistemas de
producdo baseados exclusivamente no uso do pasto estdo aquém do observado sob
condicdes similares em regides temperadas (Poppi & McLennan, 1995). O incremento
efetivo deste ganho pode reduzir significativamente o tempo de abate dos animais para
18 a 20 meses, caracterizando a producdo de animais precoces a pasto.

Esta discrepancia supracitada poderia ser, segundo 0s conceitos teoricos
classicos aplicados a nutricdo de bovinos sob pastejo de forragem de alta qualidade, ao
menos em parte, atribuida a alta degradabilidade da PB da forragem. Neste cenario,
haveria uma perda excessiva de compostos nitrogenados no ambiente ruminal na forma
de aménia, gerando déficit protéico em relacdo as exigéncias necessarias para ganhos
elevados (Poppi & McLennan, 1995; Detmann et al., 2005).

Dessa forma, em termos tedricos, melhorias no desempenho animal seriam
obtidas por intermédio da formulagdo de suplementos que ampliassem o fornecimento
de proteina metabolizavel (PM), que poderia ser obtido via suprimento de energia de
rapida disponibilidade no rimen para a ampliacdo da assimilacdo dos compostos
nitrogenados da forragem (Paulino et al., 2008) ou fornecimento de fontes protéicas

ndo-degradaveis no ruimen (PNDR) (Poppi & McLennan, 1995).



Neste cenario, o fornecimento de fontes protéicas prontamente degradaveis no
rimen (PDR) ndo propiciaria melhorias na relacdo PM:energia metabolizavel (EM),
podendo, inclusive, acarretar reducdo no consumo voluntario devido a elevacdo no
metabolismo hepético e na amdnia sanguinea e intracelular, que implicariam sensacfes
de mal-estar nos animais (Detmann et al., 2007).

No entanto, em termos de resposta animal a suplementacdo, tém sido
evidenciadas em condicGes tropicais respostas negativas, principalmente no tocante a
depressdo do consumo voluntario, em funcdo de suplementacdo de base energeética
(Detmann et al., 2001; Costa et al., 2011a).

Por outro lado, respostas positivas em funcdo do fornecimento de suplementos
com alto teor protéico tém sido comumente relatadas. Tais respostas apresentam
comportamento aproximadamente similar, no qual ndo se observa nenhum efeito sobre
0 consumo de pasto e sobre a digestibilidade ruminal da fibra em detergente neutro
(FDN), sendo, contudo, incrementados os ganhos de peso e/ou o balango de compostos
nitrogenados (Zervoudakis, 2003; Zervoudakis et al., 2008; Porto, 2009; Costa et al.,
2011b; 2011c), o que denota que os fundamentos tedricos apresentados anteriormente
podem ndo representar completamente a relacdo entre suplementacdo com fontes
protéicas degradaveis e a resposta animal.

Tendo em vista esses fatores, evidencia-se que 0s mecanismos de acdo dos
suplementos durante o periodo das aguas ainda ndo se encontram totalmente elucidados,
havendo a necessidade de se estabelecer diretrizes nutricionais exatas que permitam a
formulacdo nutricional funcional de suplementos para animais manejados em tais
condigdes.

Em trabalho recente conduzido em condi¢es brasileiras com bovinos manejados

em pastagem durante o periodo das aguas (Costa et al., 2011b), evidenciou-se que o



rimen de animais ndo suplementados poderia ser considerado dreno de uréia,
decorrente do maior teor de matéria organica degradada no ramen da forragem, o que
aumentaria o requerimento de nitrogénio para sustentar o crescimento microbiano
(Detmann et al., 2010a).

Dentre os varios mecanismos que regulam a reciclagem de uréia, a concentracao
de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) assume papel essencial (Huntington &
Arquibeque, 2000; Marini & Van Amburgh, 2003). Dessa maneira, animais com baixo
NAR terdo maior taxa de transferéncia de uréia para o ambiente ruminal (Bunting et al.,
1989). Assim, a intensificacdo ou reducdo do processo de transferéncia de uréia para o
ramen é indiretamente controlada pela concentracdo de NAR (Cheng & Wallace, 1979).

Sob condic¢bes de alta demanda de nitrogénio pelo rimen poderia ocorrer maior
utilizacdo de aminoacidos para sintese de uréia. Assim, na presenca de maior captura
hepatica de aminoacidos, duas situacdes poderiam ocorrer para a manutencdo
homeostatica do pool de aminoacidos: em primeiro lugar, os aminoacidos absorvidos no
intestino delgado seriam utilizados para manter o pool de aminoacidos livres e nao
seriam utilizados para sintese de tecido; ou em segundo lugar, para manutencao do pool,
aminoacidos poderiam ser retirados dos tecidos, reduzindo a retencdo de nitrogénio
corporeo; sendo que, o primeiro caso parece ser mais plausivel em condicGes tropicais
durante o periodo das 4guas (Detmann et al., 2010a).

Assim, a partir dos pressupostos apresentados, a suplementacdo com fontes de
PDR ampliaria a concentracdo de NAR e poderia reduzir a demanda de uréia pelo
rumen. Isto poderia acarretar menor utilizacdo de aminoacidos para sintese hepatica de
uréia, ampliando a disponibilidade de precursores para sintese de proteina corporal,

elevando o balanco nitrogenado dos animais suplementados (Costa et al., 2011b).



Por outro lado, a incluséo de fontes de PNDR, poderia auxiliar na ampliacdo do
suprimento de PM ao animal (Poppi & McLennan, 1995) e elevar a disponibilidade de
compostos para reciclagem ao ambiente ruminal (Costa et al., 2011b; Lazzarini, 2011).
Contudo, a suplementacdo com PNDR seria menos eficiente em termos de manutencao
do nivel de NAR em comparacéo ao suprimento direto de PDR (Bandyk et al., 2001).

Adicionalmente, a suplementacdo conjunta de fontes de PDR e PNDR,
estimularia indiretamente a reciclagem de nitrogénio no rumen. Essa pressuposi¢do
seria provavel de ocorrer mediante concentracdes moderadas de NAR e deaminacgéo
mais prolongada a partir dos aminoacidos contidos na PNDR que seriam destinados nao
SO ao suprimento de PM. Nesta situacdo, promoveria aumento na concentracdo de uréia
no sangue coincidindo com a diminuicdo de NAR (Atkinson et al., 2007; 2010), o que
estimularia a reciclagem de nitrogénio.

Contudo, é relevante considerar que a atribuicdo dos efeitos benéficos
relacionados a suplementacdo com compostos nitrogenados para bovinos manejados em
pastos de alta qualidade ndo permitem suportar com exatiddo os efeitos de sua
utilizacdo.

Neste sentido, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com compostos
nitrogenados no rumen e/ou no abomaso sobre o consumo, a digestibilidade e sobre as
caracteristicas do metabolismo de compostos nitrogenados em bovinos alimentados com

forragem tropical de alta qualidade.



Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Animais e no Laboratorio de
Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa-MG, entre 0os meses de novembro de 2010 e margo de 2011.

Foram utilizados quatro novilhos da raca Nelore, ndo castrados, com peso
corporal (PC) inicial médio de 280+10 kg, fistulados no rumen e no abomaso. Os
animais foram mantidos em baias individuais cobertas, com aproximadamente 10 m?,
providas de piso de concreto, dispostas com comedouro, bebedouro e acesso irrestrito a
agua e mistura mineral completa (80 g de fésforo/kg).

Os animais foram alimentados ad libitum com feno de capim-Tifton (Cynodon
spp.) de alta qualidade, com teor médio de PB de 98,6 g/kg de MS, o qual foi fornecido
diariamente as 6h00 e 18h00, permitindo-se sobras de, aproximadamente, 100 g/kg de
forragem fornecida.

Foram avaliados os seguintes tratamentos: controle (somente forragem);
suplementacdo nitrogenada ruminal, com fornecimento diario de 224 g de PB
suplementar intra-ruminal; suplementagdo nitrogenada abomasal, com fornecimento
diario de 224 g de PB suplementar fornecida diretamente no abomaso; e suplementagéo
nitrogenada ruminal e abomasal, com fornecimento diario de 224 g de PB suplementar,
sendo 112 g no rumen e 112 g no abomaso.

A massa de PB suplementar (224 g PB/dia) correspondeu a, aproximadamente,
30% das exigéncias dietéticas de PB, 50% das exigéncias de proteina degradavel no
ramen ou 90% das exigéncias de proteina ndo degradavel no ramen, considerando-se
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um novilho zebuino ndo castrado com 300 kg de PC e ganho esperado de 0,5 kg/dia
(Marcondes et al., 2010a).

Como fonte de compostos nitrogenados suplementares foi utilizada a caseina
(caseina pura; Labsynth). A escolha desse composto se deu com base na auséncia de
quantidades significativas de componentes energéticos ndo protéicos, que poderiam
influenciar na avaliacdo isolada do efeito da suplementacdo protéica. Alem disto, a
caseina é considerada fonte de compostos nitrogenados degradavel no rumen e
digestivel no intestino. Assim, evitou-se confundimento que poderia advir do uso de
diferentes fontes de compostos nitrogenados nos diferentes locais de suplementacao.

O experimento foi conduzido segundo delineamento em quadrado latino 4 x 4
balanceado para efeitos residuais (Cochran & Cox, 1957), com quatro tratamentos,
quatro animais e quatro periodos experimentais com 29 dias de duracdo cada. Entre
periodos utilizou-se intervalo de trés dias para auxiliar na reducdo dos efeitos residuais
dos tratamentos. Previamente ao inicio do experimento os animais foram adaptados por
dez dias as condicGes de manejo, instalacdes e a forragem basal, receberam complexo
vitaminico ADE por via intramuscular e foram tratados contra ecto/endo parasitas. No
primeiro e no Gltimo dia de cada periodo experimental os animais foram pesados.

Os periodos experimentais constaram de trés fases ou subperiodos. No primeiro,
avaliou-se 0 comportamento dos animais em termos de consumo sem suplementacéo.
No segundo subperiodo foi avaliada a evolugdo do consumo em resposta a
suplementacdo. Na terceira fase de cada periodo, pressupondo-se que 0S animais
estivessem apresentando respostas estaveis a suplementacdo, procedeu-se as avaliacfes
relativas ao consumo voluntario, aos coeficientes de digestibilidade, a dindmica ruminal

de compostos fibrosos e ao metabolismo dos compostos nitrogenados.



Do primeiro ao quinto dia de cada periodo (primeiro subperiodo), os animais,
em todos os tratamentos, foram alimentados exclusivamente com forragem.

A suplementacdo, caracteristica de cada tratamento, foi iniciada no sexto dia de
cada periodo experimental. O suplemento total foi fracionado em duas por¢des de
mesmo peso e fornecido aos animais simultaneamente ao fornecimento da forragem
(6h00 e 18h00).

No caso de suplementacao ruminal, o suplemento foi acondicionado em saco de
papel e introduzido diretamente no rimen dos animais. Para 0 caso de suplementacao
abomasal, a caseina foi diluida em solucdo fisioldgica (NaCl; 9 g/L) utilizando-se
liquidificador. As tampas das canulas abomasais foram adaptadas com tubos de
polietileno de cerca de 10 cm, providos de valvulas externas. O suplemento foi
infundido no abomaso por intermédio dessas valvulas.

Durante o periodo de alimentacdo exclusivo com forragem (1° ao 5° dia) e
durante o periodo de mensuracdo da intensidade de resposta da suplementacao sobre o
consumo (6° ao 19° dia), a quantidade de alimento ofertado foi monitorada diariamente.
As sobras foram computadas diariamente entre 0 2° e 0 6° dia e entre 0 7° e 0 20° dia
para os periodos supracitados. As amostras de cada animal para cada dia de coleta,
depois de pesadas, foram processadas em moinhos de facas (1 mm) e analisadas quanto
aos teores de MS (AOAC, 1990) e de fibra em detergente neutro (FDN), segundo
Mertens (2002), utilizando-se a-amilase termoestavel e omitindo-se o uso de sulfito de
sodio. As analises de FDN foram conduzidas em analisador de fibras (Ankom®?®%)
utilizando sacos filtrantes F57 (Ankom®). As correcdes da FDN quanto aos teores de
cinzas e proteina contaminantes foram conduzidas conforme recomendag6es de Mertens

(2002) e Licitra et al. (1996), respectivamente.



As avaliacbes considerando-se respostas estaveis a suplementacdo foram
conduzidas do 20° ao 29° dia de cada periodo experimental. Neste sentido, computou-se
0 consumo voluntario do 20° ao 23° dia e as sobras obtidas do 21° ao 24° dia. As
amostras de forragem e sobras deste periodo foram compostas proporcionalmente, com
base no peso seco ao ar, por animal e periodo experimental, sendo posteriormente
processadas em moinho de facas (1 e 2 mm).

A excrecdo fecal foi avaliada por intermédio de coletas pontuais de fezes,
realizadas do 21° ao 24° dias de cada periodo experimental, seguindo-se a distribuicao:
21° dia — 6h00 e 14h00; 22° dia — 8h00 e 16h00; 23° dia — 10h00 e 18h00; e 24° dia —
12h00 e 20h00, conforme Sampaio et al. (2010). Simultaneamente as coletas fecais
foram obtidas amostras de digesta abomasal. As amostras foram secas sob ventilacdo
forcada (60°C) e, posteriormente, processadas em moinho de facas (1 e 2 mm).

No 25° dia de cada periodo experimental foi realizada coleta total de urina. A
urina foi coletada utilizando-se funis coletores, fixados por alcas elasticas no dorso dos
animais, dotados de mangueiras as quais conduziram a urina a reservatorios de
polietileno que foram mantidos em caixas de isopor com gelo. As coletas iniciaram as
6h00 e tiveram a duracdo de 24 horas (Jones et al., 1990). Ao final do periodo de coleta,
o total de urina foi mensurado, homogeneizado e duas aliquotas de 50 mL foram
obtidas. A primeira foi conduzida ao Laboratorio de Nutrigdo Animal do DZO para
avaliacdo dos teores de nitrogénio total (método de Kjeldahl; AOAC, 1990), uréia
(método enzimatico colorimétrico com fator clareante de lipides; Human® 10505) e
creatinina (meétodo do picrato alcalino; Human® 006). A segunda aliquota de urina foi
congelada (-80°C) e enviada para laboratorio comercial (Laboratérios Hermes Pardini;
Belo Horizonte, MG) para quantificacdo dos teores de 3-metil-histidina por intermédio

de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).



Durante o 26° dia foram tomadas amostras sanguineas dos animais as 6h00,
12h00, 18h00 e 24h00, diretamente via punc¢do da veia jugular, utilizando-se tubos com
vacuo e gel acelerador de coagulacdo (BD Vacutainer®, SST Il Advance) e tubos com
vacuo e inibidor de coagulacdo (BD Vacutainer® K2). As amostras colhidas com gel
separador foram imediatamente centrifugadas (2700 x g; 20 minutos) para separa¢do do
soro, 0 qual foi analisado individualmente quanto a concentracdo de uréia (método
enzimético colorimétrico com fator clareante de lipides; Human® 10505) e creatinina
(método do picrato alcalino; Human® 006). A concentragdo média diéria de nitrogénio
uréico no soro (NUS) e de creatinina foi obtida pela média aritmética das concentracdes
nos diferentes tempos de coleta. As amostras obtidas com inibidor de coagulacéo foram
mantidas sob refrigeracdo (4°C). Ao final do periodo de coleta foram produzidas
amostras compostas por animal, as quais foram enviadas para laboratério comercial
(Laboratorios Hermes Pardini; Belo Horizonte, MG) para serem analisadas quanto a
concentracdo de aminoacidos livres por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC; cromatografia quantitativa de aminoacidos).

Ainda durante o 26° dia de cada periodo experimental foram tomadas amostras
de, aproximadamente, 500 mL de liquido ruminal as 6h00, 12h00, 18h00 e 24h00 para 0
isolamento de microrganismos segundo técnica descrita por Cecava et al. (1990).
Simultaneamente ao isolamento microbiano foram retiradas aliquotas de liquido ruminal
para avaliagdo do pH e da concentragdo de NAR. As amostras foram coletadas
manualmente na interface liquido:sélido do ambiente ruminal, filtradas por camada
tripla de gaze e submetidas a avaliagdo do pH por intermédio de potencidmetro digital.
Em seguida uma aliquota de 40 mL foi fixada com 1 mL de H,SO,4 (1:1) e congelada (-

20°C) para posterior anélise da concentracdo de NAR.
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No 27° e 29° dias procedeu-se ao esvaziamento ruminal para quantificacdo da
massa residente de fibra no rimen e das taxas de passagem e degradacdo do material
fibroso. O conteddo ruminal foi retirado as 10h00 (4 horas apos a alimentacdo matinal)
e as 6h00 (antes da alimentacdo matinal), para os dias supracitados, respectivamente,
conforme Oba & Allen (2003). O material coletado foi acondicionado em recipiente de
polietileno e pesado. Apds homogeneizacdo manual, aliquota de aproximadamente 100
o/kg do material foi retirada e, posteriormente, filtrada para separacdo de sélidos e
liquidos, os quais foram pesados, submetidos a secagem sob ventilacao forcada (60°C) e
processados em moinho de facas (1 e 2 mm). No 28° dia houve uma pausa para
realimentacéo e descanso dos animais.

Posteriormente, as amostras de feno, sobras, fezes e digesta abomasal foram
compostas, com base no peso seco ao ar, por animal e periodo experimental. As
amostras de contetdo ruminal foram compostas pela propor¢do das amostras secas da
parte solida e liquida oriunda de cada horario do esvaziamento e, posteriormente, pelo
percentual de cada coleta por animal e periodo, com base no peso seco ao ar.

As aliquotas processadas em peneiras de porosidade 1 mm, foram avaliadas
quanto aos teores de MS, matéria organica (MO), PB e extrato etéreo (EE) segundo
métodos descritos por AOAC (1990). Os teores de lignina (H.SO4 720 g/kg) foram
estimados conforme descri¢fes de Van Soest & Robertson (1985). Os teores de FDN
foram estimados segundo recomendacfes de Mertens (2002), utilizando-se a-amilase
termoestavel e omitindo-se o uso de sulfito de sédio. As corre¢cdes da FDN quanto aos
teores de cinzas e proteina contaminantes foram conduzidas conforme recomendacdes
de Mertens (2002) e Licitra et al. (1996), respectivamente. A caseina foi analisada

quanto aos teores de MS, MO, PB e EE, como descrito anteriormente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Teores médios de matéria seca (MS), materia organica (MO), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), carboidratos ndo fibrosos (CNF), fibra em
detergente neutro (FDN), FDN corrigida para cinzas e proteina (FDNcp),
proteina insoltvel em detergente neutro (PIDN), lignina e FDN indigestivel
(FDNI) no feno e na caseina

Item Feno” Caseina®
MS? 884,0+5,9 893,942 5
MO? 940,0+3,6 978,7+0,1
PB? 98,6+2,0 895,1+5.9
EE? 16,4+1,4 2,5+0,1
CNF? 110,1+4,1 81,1459
FDN? 766,3+5,9
FDNcp? 715,03,9
PIDN® 509,4+20,0
Lignina® 42,2418
FDNi? 262,9+2.8

*g/kg de matéria natural. © g/kg de matéria seca. ° g/kg de proteina bruta. * Média+erro padréo.

Os teores de carboidratos nédo fibrosos (CNF; g/kg MS) foram obtidos segundo
Detmann & Valadares Filho (2010):

CNF = MO — (PB — EE — FDNcp) 1);
em que: FDNcp = teor de fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina
(g/kg MS). Os demais termos foram previamente definidos (g/kg MS).

As amostras de feno, sobras, fezes, digesta abomasal e de conteido ruminal
(amostra do esvaziamento), processadas em peneira de 2 mm, foram avaliadas quanto
ao teor de FDN indigestivel (FDNi), utilizando-se sacos F57 (Ankom®) em
procedimento de incubacéo in situ por 288 horas, segundo recomendacdes de Valente et
al. (2011).

A excrecdo fecal e o fluxo abomasal de MS foram estimados pela razéo entre
concentragdo e consumo diario de FDNI, segundo a equagé&o:

- _ CFDNi
[FDNi]

(2);
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em que: F = fluxo diario de digesta abomasal ou de fezes (g/dia); CFDNi = consumo
diario de FDNi (g/dia); e [FDNi] = concentracdo abomasal ou fecal de FDNi (g/g de
MS).

Ressalta-se que a massa de suplemento infundida no abomaso ndo foi
considerada para o calculo dos coeficientes de digestibilidade ruminal, mas somente
para se calcular os coeficientes de digestibilidade intestinal.

As taxas relativas a dindmica ruminal da FDN e FDNi foram estimadas por

intermédio das equacdes adaptadas de Oba & Allen (2003):

MRf = MRmx[FDNR] (3);

MRi = MRm x [FDNiR] (4);

ki=CFPN oy ®);
MRf

_ CFDNi

kpi = =24 6,

=" VRi ©)

o FaFDN. )
MRf

kd = ki —kp 8);

em que: MRf = massa ruminal de FDN (g); MRm = massa ruminal de MS (g); [FDNR]
= concentragdo ruminal de FDN (g/g de MS); MRi = massa ruminal de FDNi (Q);
[FDNIR] = concentragdo ruminal de FDNi (g/g de MS); ki = taxa de ingestdo de FDN
(/n); CFDN = consumo de FDN (g/dia); kpi = taxa de passagem ruminal da FDNi (/h);
CFDNi = consumo de FDNi (g/dia); kp = taxa de passagem ruminal da FDN (/h);

FaFDN = fluxo abomasal de FDN (g/dia); e kd = taxa de degradacéo da FDN (/h).
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A concentracdo de NAR foi quantificada pela técnica colorimétrica proposta por
Chaney & Marbach (1962). As concentracdes obtidas nos diferentes tempos de
amostragem foram combinadas por animal e periodo, produzindo-se, ao final, valor
unico, representativo da média diaria de concentracdo de NAR. Combinacdo similar foi
conduzida sobre os valores de pH ruminal.

As amostras de microrganismos ruminais foram avaliadas quanto aos teores de
PB (AOAC, 1990) e bases pdricas (Ushida et al., 1985). A producdo ruminal de
compostos nitrogenados microbianos foi quantificada por intermédio do produto entre
concentracdo na digesta abomasal e fluxo diario de MS duodenal. As bases puricas
foram utilizadas como indicador para avaliacdo da concentracdo microbiana na digesta
abomasal, tomando como base a relacdo Nrna:Niotar NOS Microrganismos ruminais.

A carga de nitrogénio uréico filtrada pelos rins e a excrecdo fracional de
nitrogénio uréico foram estimadas adaptando-se as proposicGes de Reece (2006) por

intermédio das equacdes:

cNUF = E9C . nUs (9);
CSC

EFNU = SONY (10);
CNUF

em gue: CNUF = carga de nitrogénio uréico filtrada pelos rins (g/dia); EUC = excrecao
urinaria de creatinina (g/dia); CSC = concentracdo sérica de creatinina (g/dL); NUS =
concentracdo de nitrogénio uréico no soro (g/dL); EFNU = excrecdo fracional de
nitrogénio uréico (g/g); EUNU = excrec¢do urinaria de nitrogénio uréico (g/dia).

A degradagdo de proteina muscular foi estimada através da relacdo descrita por
Jones et al. (1990):

DPMUS:——EBINL— (11);
[SMH mL’Jscqu]
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em que: DPMUS = degradacéo diaria de proteina muscular (g/dia); EUTM = excrecao
urinaria de 3-metil-histidina (umol/dia); e [3MHmuscu)] = concentracdo de 3-metil-
histidina no tecido muscular (3,5106 pmol/g).

A estimacdo da degradacdo de proteina muscular relativa a quantidade de
musculo presente na carcagca foi realizada utilizando-se as equagoes:

M =14,4040x EUC (12);

carcaca

DPMUSR = DPMUS (13);

carcaga
em que: Mcarcaca = Massa de musculo presente na carcaga (kg); EUC = excregéo urinaria
de creatinina (g/dia) (Costa-e-Silva, 2011); e DPMUSR = degradacéo diaria de proteina
muscular relativa a quantidade de musculo presente na carcaca (g/kg).

As estimativas do balanco aparente de compostos nitrogenados foram obtidas
pela subtracdo das excrecdes fecal e urinaria do consumo de nitrogénio, sendo todas as
estimativas obtidas durante a fase de avaliacdo do consumo estavel.

O experimento foi analisado segundo delineamento em quadrado latino 4 x 4
balanceado para efeitos residuais (Cochran & Cox, 1957).

As variaveis mensuradas durante a fase de resposta estavel a suplementacdo
(consumo, coeficientes de digestibilidade total e parcial, pH, concentracdo ruminal de
NAR, taxa de passagem, excrecOes urinarias, etc), foram avaliadas pelo modelo:

Yixk =u+S; +A; + B +& (14);
em que: Yijj = variavel resposta mensurada no animal j, durante o periodo k, submetido
ao esquema de suplementagdo i; p = constante geral; S; = efeito do esquema de
suplementacéo i (efeito fixo); A; = efeito do animal j (efeito aleatorio); Py = efeito do
periodo experimental k (efeito aleatorio); e &jx = erro aleatorio ndo observavel,

pressuposto de distribuicdo normal.
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O consumo de FDN mensurado diariamente durante o periodo de avaliacdo da

intensidade de resposta a suplementacdo foi interpretado em esquema de medidas
repetidas no tempo por intermédio de método de modelos mistos, segundo o modelo
(Kaps & Lamberson, 2004):
Yia =#+S;+A +R +D + (S x D),, + Ejj (15);
em que: Y = consumo de FDN mensurado no animal j, durante o periodo Kk,
submetido ao esquema de suplementacéo i, no dia de avaliacdo 1; u = constante geral; S;
= efeito do esquema de suplementacdo i (efeito fixo); A; = efeito do animal j (efeito
aleatorio); Py = efeito do periodo experimental k (efeito aleatdrio); D, = efeito do dia de
avaliacdo | (efeito fixo); (SxD); = interacdo entre o esquema de suplementacéo i e o dia
de avaliagéo | (efeito fixo); e ejq = erro aleatorio ndo observavel, pressuposto de
distribuicdo normal.

Para a analise segundo o modelo (15) foi realizada previamente a escolha da
melhor estrutura da matriz de (co)variancias. Optou-se por matriz com estrutura
simétrica composta, seguindo avaliagdo de acordo com o critério de Akaike (Kaps &
Lamberson, 2004).

Apos a andlise de variancia, os tratamentos foram comparados por intermédio de
contrastes ortogonais (Tabela 2) a partir da proporcdo de suplemento fornecido no
abomaso, sendo 0, 50 e 100% para suplementacdo ruminal, ruminal/abomasal e
abomasal, respectivamente.

Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos por intermédio do
procedimento MIXED implementado no programa SAS (Statistical Analysis System,
versdo 9.1) adotando-se 0,10 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo I. O

computo dos graus de liberdade foi realizado segundo o critério de Kenward-Roger.
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Tabela 2 - Distribui¢do dos coeficientes empregados nos contrastes

) Tratamentos™
Contraste C R RiA A
Cvs. S +3 -1 -1 -1
L 0 -1 0 +1
Q 0 -1 2 -1

Y'C = controle; R = suplementacdo ruminal; R + A = suplementacdo ruminal e abomasal; A =
suplementacdo abomasal. 2 C vs. S = controle vs. suplementacdo; L e Q = efeitos linear e quadratico
relativos a modificacdo do local de suplementacdo (do rimen para 0 abomaso).

Durante as analises ocorreram perdas de informacbes relativas a
avaliacdo de bases puricas (uma unidade experimental) e & excre¢do urinaria (duas

unidades experimentais).
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Resultados

N&o foram observados efeitos (P>0,10) de tratamentos, dia de avaliagdo ou sua
interacdo sobre o consumo voluntario de FDN durante os dois primeiros subperiodos
experimentais (Figura 1).

Os consumos de MS, MS de forragem, MO, MO de forragem, EE, CNF, FDN,
MO digerida (MOD), FDN digerida (FDND), nutrientes digestiveis totais (NDT) e
FDNi, ndo foram afetados (P>0,10) pelos tratamentos. Os consumos médios de MS,
MO, FDN e FDNi foram de 21,8; 20,6; 15,0; e 5,4 g/kg de PC (Tabela 3).

O consumo de PB foi incrementado com o fornecimento de suplemento
(P<0,10), ndo diferindo (P>0,10) entre os locais de suplementacdo. Os valores médios
para o consumo de PB foram de 0,714 e 0,920 kg/dia para o controle e para os
tratamentos envolvendo a suplementacao, respectivamente (Tabela 3).

A suplementagdo elevou (P<0,10) as estimativas do coeficiente de
digestibilidade total da MS, MO, PB e o nivel dietético de NDT (Tabela 4), ndo
havendo, contudo, diferencas (P>0,10) entre os locais de suplementacdo. As demais
variaveis relacionadas a digestibilidade total ndo foram afetadas (P>0,10) pelo

fornecimento de suplemento ou pela modificagdo no local de suplementacéo.
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Figura 1 — Consumo voluntério de fibra em detergente neutro (CFDN) em resposta a suplementacéo nitrogenada (a, controle; b, suplementagéo
ruminal; ¢, suplementagdo ruminal/abomasal; e d, suplementacdo abomasal; a seta indica o dia em que se iniciou a suplementacéo).
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N&o foram verificadas diferencas entre tratamentos (P>0,10) quanto aos

coeficientes de digestibilidade ruminal de CNF e FDNcp. Contudo, os coeficientes

de digestibilidade ruminal da MS, MO e PB, embora ndo afetados de forma global

pela suplementacao (P>0,10), foram reduzidos de forma linear com o deslocamento

da suplementacdo do rumen para o abomaso. Ressalta-se que o coeficiente de

digestibilidade ruminal da PB somente foi positivo para a suplementagdo ruminal,

sendo negativo para os demais tratamentos (Tabela 4).

Tabela 3 - Consumo voluntario de matéria seca (MS), MS de forragem (MSF),

matéria organica (MO), MO de forragem (MOF), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), carboidratos ndo fibrosos (CNF), fibra em
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), MO
digerida (MOD), FDNcp digerida (FDNcpD), fibra em detergente
neutro indigestivel (FDNi) e de nutrientes digestiveis totais (NDT) em
funcdo dos diferentes tratamentos

Tratamentos’ Valor-P*
Item C R ReA A M s L 0
kg/dia
MS 7199 7598 7,077 7,176 0512 0,793 0,307 0,380
MSF 7,199 7,348 6,827 6,926 0,512 0,610 0,307 0,380
MO 6,775 7,167 6,675 6,768 0,495 0,756 0,304 0,378
MOF 6,775 6,922 6,430 6,523 049 0,621 0,304 0,378
PB 0,714 0956 0898 0,906 0,060 <0,001 0,210 0,335
EE 0,122 0,125 0,118 0,119 0,014 0,942 0,327 0,398
CNF 0851 0881 0847 0,855 0,060 0,796 0,595 0,613
FDNcp 5091 5204 4812 4,888 0,394 0,599 0,287 0,357
MOD 3,765 4,061 3,767 3,844 0,272 0413 0,261 0,266
FDNcpD 3,071 3,160 2,896 2,933 0,190 0,558 0,173 0,281
FDNI 1,834 1,891 1,745 1,760 0,157 0,680 0,242 0,388
NDT 3,937 4,242 3940 4,015 0,277 0422 0,258 0,275
g/kg de peso corporal

MS 21,6 23,2 21,4 21,1 1,3 0,790 0,227 0,586
MSF 21,6 22,5 20,6 20,4 1,3 0,768 0,225 0,575
MO 20,3 21,9 21,2 19,9 1,2 0,763 0,217 0,514
MOF 20,3 21,1 19,4 19,2 1,2 0,167 0,216 0,563
FDNcp 15,2 15,9 14,5 14,4 0,9 0,736 0,215 0,535
FDNi 55 5,8 5,3 5,2 0,4 0,820 0,230 0,604

1 C = controle (sem suplementacéo); R = suplementacdo ruminal; A = suplementacdo abomasal. 2 C
vs. S = controle vs. suplementacdo; L e Q = efeitos linear e quadratico relativos a modificacdo do
local de suplementacdo (do rimen para o0 abomaso).
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Adicionalmente,

a suplementacdo abomasal

conferiu estimativas do

coeficiente de digestibilidade ruminal da PB cerca de trés vezes inferior ao

tratamento controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Coeficientes de digestibilidade (g/g) total, ruminal e intestinal da matéria
seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE), carboidratos ndo fibrosos (CNF), fibra em detergente neutro
corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) e contetdo dietético de
nutrientes digestiveis totais (NDT, g/kg MS) em funcédo dos diferentes

tratamentos
Tratamentos- Valor-P?
Item C R R+A A EPM TS L Q
Total
MS 0,535 0,547 0,546 0,549 0,019 0,031 0,68 0,814
MO 0,555 0,567 0,567 0,570 0,016 0,015 0,639 0,763
PB 0,593 0,689 0,687 0,676 0,028 <0,001 0,367 0,724
EE 0,667 0,656 0,678 0,668 0,060 0,997 0,692 0,557
CNF 0,284 0,255 0,272 0,325 0,100 0,998 0,234 0,709
FDNcp 0,603 0,612 0,608 0,602 0,018 0,730 0,467 0,918
NDT 0,547 0,559 0,559 0,561 0,015 0,022 0,709 0,822
Ruminal®
MS 0,300 0,348 0,331 0,275 0,036 0,353 0,018 0,358
MO 0,380 0,421 0,397 0,347 0,032 0,632 0,010 0472
PB -0,153 0,137 -0,072 -0,463 0,122 0,846 0,003 0,431
EE -0,268 -0,182 -0,264 -0,196 0,121 0,034 0,574 0,011
CNF -0,347 -0,222 -0,248 -0,375 0,152 0,507 0,226 0,625
FDNcp 0,587 0,596 0,599 0,593 0,019 0,406 0,810 0,687
Intestinal®

MS 0,336 0,304 0,326 0,382 0,015 0,934 0,040 0,300
MO 0,282 0,253 0,289 0,350 0,017 0,312 0,001 0,458
PB 0,648 0,639 0,705 0,756 0,014 0,009 <0,001 0,607
EE 0,733 0,713 0,740 0,726 0,034 0,765 0,628 0,391
CNF 0,467 0,380 0,404 0,506 0,057 0,411 0,050 0,415
FDNcp 0,040 0,038 0,021 0,021 0,015 0,448 0,425 0,629

1 C = controle (sem suplementacdo); R = suplementagdo ruminal; A = suplementagdo abomasal. 2 C
vs. S = controle vs. suplementacdo; L e Q = efeitos linear e quadréatico relativos a modificacdo do
local de suplementacéo (do rimen para o abomaso). *Calculado como fracao do que chegou ao local.

21



A suplementacdo ampliou (P<0,10) o coeficiente de digestibilidade ruminal
de EE, o qual foi afetado de forma quadratica (P<0,10) pela alteracdo no local de
suplementacdo, com a menor estimativa ocorrendo com a suplementacdo
ruminal/abomasal (Tabela 4).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para 0s
coeficientes de digestibilidade intestinal do EE e da FDNcp (P>0,10). Contudo, a
digestibilidade intestinal da PB diferiu entre o controle e os tratamentos envolvendo
suplementacdo (P<0,10). Adicionalmente, efeito linear positivo (P<0,10) foi
verificado sobre o coeficiente de digestibilidade intestinal da MS, MO, PB e CNF
com a mudanca de suplementacdo do rimen para o0 abomaso (Tabela 4).

A massa ruminal de FDN e FDNi néo foi alterada em funcéo dos tratamentos
(P>0,10), sendo que os valores médios observados foram de 15,3 e 10,9 g/kg de PC
(Tabela 5), respectivamente. De forma semelhante, ndo foram encontrados efeitos
(P>0,10) sobre as taxas de ingestdo e de digestdo de FDN, assim como para as taxas
de passagem da FDN e FDNi (Tabela 5).

A concentracdo média de NAR foi ampliada pelo fornecimento de
suplementos (P<0,10). Em adicéo, verificou-se efeito linear negativo (P<0,10) sobre
a concentracdo de NAR com a modificacdo do local de suplementacéo do rimen para
0 abomaso (Tabela 6).

O pH ruminal ndo foi afetado pelos tratamentos avaliados (P>0,10),

observando-se valor médio de 6,73 (Tabela 6).
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Tabela 5 - Massa ruminal de fibra em detergente neutro (MRFDNCcp) e de fibra em
detergente neutro indigestivel (MRFDNI), taxas de ingestdo (ki), de
passagem (kp) e de degradacédo (kd) da FDN e taxa de passagem (kpi) da
FDNi em funcéo dos diferentes tratamentos

Tratamentos” Valor-P?

Item C R RiA A M Tus 9

g/kg de peso corporal
MRFDNcp 14,9 15,5 15,3 15,4 15 0,704 0,955 0,898
MRFDNi 10,5 11,3 10,8 10,9 1,0 0,602 0,712 0,789

/h
ki 0,043 0,046 0,040 0,039 0,004 0,776 0,246 0,630
kp 0,018 0,019 0,016 0,016 0,002 0,608 0,253 0,576
kd 0,025 0,027 0,024 0,023 0003 0881 0,194 0,634
kpi 0,022 0,022 0,021 0,020 0002 0616 0,314 0,781

1 C = controle (sem suplementacéo); R = suplementagdo ruminal; A = suplementagdo abomasal. 2 C
vs. S = controle vs. suplementacéo; L e Q = efeitos linear e quadratico relativos & modificacdo do
local de suplementacdo (do rimen para o abomaso).

A concentracdo de NUS foi afetada pela suplementacdo (P<0,10), sendo que
0s animais suplementados apresentaram, em média, 14,75 mg/dL e os animais ndo
suplementados 10,09 mg/dL. Esta varidvel também foi afetada de forma linear
negativa (P<0,10) pela alteracdo do local de suplementacdo do rumen para o
abomaso (Tabela 7).

Ndo foram verificadas diferencas (P>0,10) entre tratamentos quanto a
concentracdo sanguinea de aminoacidos (Tabela 7).

O consumo e a excrecdo urindria de nitrogénio (EUN), assim como a
excrecdo urinaria de nitrogénio uréico (EUNU), foram incrementados (P<0,10) pela
suplementacdo. A EUN e EUNU apresentaram efeito linear negativo (P<0,10) com a
alteracdo da suplementacdo do rdmen para o abomaso. Entretanto, ndo foram
observadas variacdes entre os tratamentos (P>0,10) para a excrecdo fecal de

nitrogénio (Tabela 7).
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Tabela 6 - Concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR, mg/dL) e pH
ruminal em funcdo dos diferentes tratamentos

Tratamentos™ Valor-P*
Item C R RiA A “Mcus L 9
NAR 7,16 14,79 9,69 780 1,10 0,008 0,001 0,159
pH 6,73 6,76 6,71 6,72 0,08 0,952 0,750 0,766

1 C = controle (sem suplementacéo); R = suplementacdo ruminal; A = suplementacdo abomasal. 2 C
vs. S = controle vs suplementacdo; L e Q = efeitos linear e quadratico relativos & modificagéo do local
de suplementacéo (do rimen para o abomaso).

O balango aparente de compostos nitrogenados (BN) foi ampliado (P<0,10)
pela suplementacdo, mas sem haver diferencas entre locais de suplementagéo
(P>0,10). Em media o BN dos tratamentos envolvendo suplementacédo foi superior
em 43% em relacdo ao controle (Tabela 7).

O balanco nitrogenado relativo (g de nitrogénio aparentemente retido/g de
nitrogénio ingerido ou absorvido) ndo foi afetado de forma global pela
suplementacdo (P>0,10). Contudo, efeito linear positivo (P<0,10) foi observado
sobre esta varidvel com o deslocamento da suplementacdo para o abomaso (Tabela
7).

De forma similar ao balanco nitrogenado relativo, o balanco de compostos
nitrogenados no ramen (BNRU) néo foi afetado de forma global pela suplementacao
(P>0,10). Contudo, observou-se efeito linear negativo (P>0,10) com o deslocamento
da suplementacdo do ramen para o abomaso (Tabela 7). Ressalta-se que estimativa
positiva de BNRU somente foi obtida quando suplemento foi fornecido no ramen
dos animais.

Houve efeito positivo da suplementacdo (P<0,10) sobre a massa de proteina
bruta digerida no intestino (PDI) e sobre a relagéo entre PDI e o consumo de NDT
(PDI:NDT, g/kg). Adicionalmente, estas variaveis foram afetadas de forma linear
positiva (P<0,10) com a mudanca de local de suplementacdo do rumen para o
abomaso (Tabela 7).
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Tabela 7 - Concentracdo de nitrogénio uréico no soro (NUS, mg/dL), concentracdo sanguinea de aminoacidos (AA, umol/dL), consumo de nitrogénio (CN,
g/dia), excrecdo fecal (EFN, g/dia) e urinaria de nitrogénio (EUN, g/dia) e de nitrogénio uréico (EUNU, g/dia), balanco aparente de compostos
nitrogenados absoluto (BN, g/dia) e relativo (BNR), balanco aparente de compostos nitrogenados no rimen (BNRU, g/dia), proteina bruta digerida
no intestino (PDI, g/dia), relacdo entre PDI e consumo de NDT (PDI:NDT, g/kg), carga de nitrogénio uréico filtrada pelos rins (CNUF, g/dia),
excrecdo fracional de nitrogénio uréico (EFNU, g/g), excrecdo urinéria de 3-metil-histidina (EUTM, mg/g de creatinina), degradacao de proteina
muscular absoluta (DPMUS, g/dia) e relativa (DPMUSR, g/kg de musculo), fluxo intestinal de compostos nitrogenados microbianos absoluto
(NMIC, g/dia) e relativo ao consumo de nitrogénio (NMICR — g/g) e ao fluxo abomasal de nitrogénio (NMICRAB, g/g) e eficiéncia de sintese
microbiana (EFM — g PB microbiana/kg de NDT) em funcgéo dos diferentes tratamentos

Tratamentos- Valor-P*

Item C R R+ A A EPM Cvs.S L 0
NUS 10,09 17,23 13,83 13,20 0,94 0,002 0,009 0,180
AA 103,8 101,6 99,2 110,9 11,2 0,988 0,306 0,370
CN 114,2 153,0 143,7 1449 8,0 <0,001 0,210 0,335
EFN 45,8 47,3 452 47,1 3,7 0,758 0,923 0,427
EUN 41,7+5,3 73,915,6 62,7+5,3 54,845,6 --- 0,001 0,005 0,564
EUNU 15,4+2.9 36,8+2,9 28,9129 25,1+3.1 --- <0,001 0,003 0,296
BN 26,7+4.6 34,815,0 35,9+4,6 43,7+5,0 --- 0,014 0,128 0,407
BNR® 0,23+0,03 0,21+0,04 0,25%0,03 0,30+0,04 --- 0,378 0,079 0,920
BNR* 0,37+0,04 0,32+0,05 0,37+0,04 0,44+0,05 --- 0,984 0,077 0,764
BNRU -15,7 20,5 -8,9 -50,4 13,4 0,809 0,002 0,616
PDI 525,0 531,9 671,9 926,9 74,3 0,016 0,001 0,408
PDI:NDT 135,6 125,6 172,5 230,6 18,1 0,029 <0,001 0,750
CNUFR 53,5 87,9 73,6 56,2 8,7 0,005 0,001 0,757
EFNU 0,29 0,42 0,39 0,40 0,02 0,001 0,472 0,556
EUTM 15,945,9 16,1+5,9 17,3+5,9 18,2+7,7 --- 0,773 0,774 0,966
DPMUS 188,4+57,6 174,4457,6 168,8+57,6 164,1+74,7 --- 0,652 0,881 0,993
DPMUSCR 1,86+0,69 1,88+0,69 2,03+0,69 2,12+0,90 --- 0,774 0,775 0,966
NMIC 82,5+11,8 87,8+11,8 75,7+12,3 76,2+11,8 --- 0,604 0,095 0,337
NMICR 0,72+0,06 0,57+0,06 0,50%0,07 0,52+0,06 --- 0,001 0,236 0,269
NMICRAB 0,64+0,09 0,66+0,09 0,55+0,10 0,50+0,09 --- 0,261 0,067 0,640
EFM 130,5+11,3 128,5+11,3 110,6%12,6 117,5+11,3 --- 0,193 0,289 0,249

L C = controle (sem suplementac¢do); R = suplementacdo ruminal; A = suplementagdo abomasal. 2 C vs. S = controle vs. suplementacdo; L e Q = efeitos linear e quadratico relativos a
modificacdo do local de suplementaco (do rimen para o abomaso); *g/g N ingerido; e *g/g de N absorvido.
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A carga de nitrogénio uréico filtrado pelos rins (CNUFR) foi incrementada (P<0,10)
pela suplementacdo e afetada de forma linear negativa (P<0,10) com a alteracdo da
suplementacdo do ramen para o abomaso. A suplementacdo ruminal, ruminal/abomasal e
abomasal, elevou em média, 164,5; 137,7 e 105,2% a CNUFR, respectivamente, em relacdo ao
tratamento controle (Tabela 7).

A suplementacdo conferiu maior (P<0,10) excrecdo fracional de nitrogénio uréico
(EFNU), embora ndo se tenha verificado efeito (P>0,10) da alteracdo do local de
suplementacéo (Tabela 7).

N&o houve efeitos dos tratamentos (P>0,10) sobre a excrecdo urinaria de 3-metil-
histidina (EUTM). De forma anéloga, a degradacdo de proteina muscular absoluta (g/dia;
DPMUS) ou relativa (g/kg de musculo; DPMUSR) nao foi afetada (P>0,10) pelos tratamentos
(Tabela 7).

O fluxo intestinal de compostos nitrogenados microbianos (NIMIC) ndo foi afetado
pela suplementagdo (P>0,10). Contudo, verificou-se efeito linear negativo (P<0,10) sobre esta
varidvel com a modificacdo do local de suplementacdo do rumen para o abomaso.
Comportamento semelhante (P<0,10) foi verificado para o NMIC relativo ao fluxo abomasal
de nitrogénio (NMICAB), sendo que o efeito linear negativo (P<0,10) observado foi reflexo
direto do aumento da participacdo da proteina suplementar no abomaso. A suplementagdo
afetou (P<0,10) o NMIC relativo ao consumo de nitrogénio (NMICR), sendo observado maior
valor para o tratamento controle (Tabela 7).

Né&o foram verificadas diferencas (P>0,10) entre os tratamentos quanto a eficiéncia de
sintese de proteina microbiana no rumen (EFM), observando-se valor médio de 121,8 g PB

microbiana/kg de NDT (Tabela 7).
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Discussao

Considerando-se somente as caracteristicas quimicas da forragem utilizada (Tabela 1),
observou-se que o teor de PB médio (98,6 g PB/kg de MS) situou-se préximo dos patamares
normalmente observados para a forragem disponivel ao pastejo em pastos tropicais durante o
periodo de chuvas (média de 94,2 g PB/kg de MS; Detmann et al., 2010a). O nivel médio
encontrado neste trabalho foi superior ao minimo exigido para a maximizacéo do crescimento
microbiano sobre os carboidratos fibrosos (70-80 g PB/kg de MS; Lazzarini et al., 2009;
Sampaio et al., 2009) e situou-se no patamar necessario para maximizar o consumo voluntério
de forragem (90-100 g PB/kg de MS; Figueiras et al., 2010; Sampaio et al., 2010). Sendo
assim, os consumos de MS digerida, MO digerida e FDNcp digerida (Tabela 3); as taxas de
passagem e degradacdo da FDN; e a massa de fibra no rimen foram similares entre os
diferentes tratamentos (Figura 1; Tabelas 3 e 5).

O consumo voluntario de MS de forragem semelhante entre 0s animais néo
suplementados e suplementados (Tabela 3) demonstra que ndo houve qualquer efeito aditivo
ou substitutivo sobre o consumo de forragem para nenhum tipo de suplementacéo avaliada.

Segundo os conceitos teoricos classicos aplicados a nutricdo de bovinos sob pastejo de
forragem de meédia a alta qualidade, os suplementos deveriam ser formulados de forma a
ampliar o fornecimento de PM, que poderia ser obtido via suprimento de energia de rapida
disponibilidade no ramen para a ampliacdo da assimilacdo dos compostos nitrogenados da

forragem (Poppi & McLennan, 1995; Paulino et al., 2008).
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As forragens tropicais de média a alta qualidade devem ser investigadas como dieta,
principalmente no tocante a sua capacidade de fornecimento de energia e proteina de acordo
com as exigéncias globais do animal (Detmann et al., 2010a). Neste contexto, analisando-se a
dieta do tratamento controle, percebeu-se que a relagdo média NDT:PB (5,53) situou-se acima
(4,73) daquela demandada por um novilho zebuino, ndo castrado, de 300 kg de peso corporal e
com ganho esperado de 0,5 kg/dia (Marcondes et al., 2010a; 2010b). Logo, nestas
circunstancias, a inclusdo de suplementos energéticos poderiam forcar um desequilibrio ainda
maior relativo a razdo NDT:PB, pressupondo-se que essa indique a razdo entre EM:PM
(Detmann et al., 2010a), o que poderia deprimir o consumo voluntario de forragem (Costa et
al., 2011a).

Por outro lado, a introducdo de recursos suplementares na forma de compostos
nitrogenados prontamente degradaveis no ramen em tal situacdo ndo promoveria beneficios
em relacdo ao fornecimento direto de PM de forma a melhorar a relacdo EM:PM; podendo, até
mesmo, reduzir o consumo voluntéario por elevar o metabolismo hepético de nitrogénio e a
concentracdo intracelular e sangiiinea de amoénia, implicando em desconforto animal
(Detmann et al., 2007).

Entretanto, de forma semelhante ao aqui obtido (Tabelas 3 e 4), em trabalhos
conduzidos com bovinos manejados em pastagem tropicais no periodo de adguas ndo foram
verificadas alteracbes do consumo voluntario de forragem e digestibilidade da fibra com a
suplementacdo com compostos nitrogenados (Zervoudakis et al., 2008; Porto, 2009; Costa et
al., 2011b; 2011c). Contudo, esses autores verificaram ampliacdo na retencdo de nitrogénio
corporal, assim como foi verificado neste estudo (Tabela 7). Estes resultados contrariam 0s

conceitos tedricos anteriormente citados, demonstrando que esses podem ndo representar a
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relacdo exata existente entre a suplementacdo com fontes de PDR e o desempenho animal
durante o periodo de aguas (Detmann et al., 2010a).

No que se diz respeito a digestdo total, foram observados maiores coeficientes de
digestibilidade total da MS e da MO para os animais suplementados em relacdo aos nédo
suplementados, sendo reflexo direto da digestibilidade da PB, uma vez que os coeficientes de
digestibilidade total dos demais componentes dietéticos ndo foram afetados. Isso culminou
com maior teor dietético de NDT para os tratamentos que receberam suplementagdo
nitrogenada (Tabela 4), independente do local. Contudo, isso ndo foi capaz de alterar o
consumo de NDT (Tabela 3).

A avaliacdo da massa aparentemente digerida de PB no intestino por intermedio do
teste de entidade nutricional (Detmann et al., 2010b) permitiu evidenciar coeficiente de
digestibilidade intestinal verdadeiro da PB de 0,903 g/g [Figura 2; IC(B1)o.0:
[0,833<PB;<0,973], estimativa similar aquelas descritas por outros autores (Van Soest, 1994;
Detmann et al., 2010b; Rufino, 2011). Esta estimativa, associada ao fato de ndo ter havido
diferencas entre tratamentos quanto a excrecdo fecal de nitrogénio (Tabela 7), sugere que a
proteina suplementar apresentou elevada digestdo no intestino.

Tendo em vista que os efeitos sobre o consumo e a digestdo tiveram pouco impacto
sobre os parametros nutricionais, pode-se dizer que os efeitos mais proeminentes da
suplementacdo com compostos nitrogenados foram observados sobre o metabolismo e a
eficiéncia de utilizacdo dos compostos nitrogenados, como verificado por outros autores em

condigdes tropicais (Costa et al., 2011b; 2011c; Lazzarini, 2011; Rufino, 2011).
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Figura 2 - Relacdo entre o fluxo abomasal de proteina bruta e a massa de proteina bruta
aparentemente digerida no intestino (Y =-197,3 + 0,903 x X; sxy = 36,0; n = 16).

O principal efeito positivo da suplementagdo observado neste trabalho pode ser
atribuido a elevacdo do balanco nitrogenado, uma vez que a suplementacdo permitiu
incremento médio de 11,4 g ou, aproximadamente, 43% (Tabela 7). Sendo assim, pode-se
afirmar que houve maior retencdo de compostos nitrogenados no organismo animal, 0 que, em
condicGes praticas de producdo, refletiria em aumento no ganho de peso (Costa et al., 2011b;
Lazzarini, 2011). Contudo, apesar de ter sido providenciado quantidades similares de
nitrogénio suplementar (Tabela 3), as vias metabdlicas (Figura 3) pelas quais estes acarretaram
maior deposicdo de proteina corporal parecem ser diferentes, uma vez que 0S compostos
nitrogenados suplementares seriam utilizados diferenciadamente em funcdo do local de

suplementacdo (rumen ou intestino).
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Figura 3 - Fluxograma simplificado das rotas tedricas dos compostos nitrogenados no
organismo animal (PD = proteina dietética; PMIC = proteina microbiana; PNDR
= proteina ndo degradada no ramen; PNDI = proteina ndo digerida no intestino. O
retdngulo tracejado no rdmen indica a fracdo do pool ruminal em termos de
nitrogénio amoniacal). Adaptado de Rufino (2011).

Considerando-se a ampliacdo na massa de PDI em relagdo do controle verificado com
a suplementagdo ruminal (1,1 g N/dia) e a eficiéncia de uso do nitrogénio absorvido (0,32 g/g;
Tabela 7), ter-se-ia incremento no BN a partir da PDI de 0,35 g, 0 que corresponde a
aproximadamente 4,4% do incremento em BN. Logo, os efeitos do provimento da
suplementacdo no rumen ndo podem ser explicados pelo provavel escape da proteina
suplementar para o intestino delgado. Por outro lado, embora sem diferenga significativa

(P>0,10), a suplementacdo ruminal ampliou em 5,3 g/dia a producdo de NMIC em relagéo ao
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controle. Considerando-se que 60% do nitrogénio microbiano esta na forma de proteina
verdadeira e que essa apresenta 100% de digestibilidade intestinal (Sniffen et al., 1992),
juntamente com a eficiéncia de uso do nitrogénio absorvido (0,32 g/g), a ampliacdo em NMIC
responderia por 1,0 g do incremento em BN (aproximadamente 12,6% do incremento). Assim,
aproximadamente 83% do incremento em BN obtido com a suplementagdo ruminal néo
podem ser explicados pelo incremento na absorcdo de proteina no intestino delgado. Desta
forma, outros mecanismos devem estar associados a ampliacdo do balanco de compostos
nitrogenados nos animais suplementados com fontes protéicas degradaveis no ramen.

Comparando a suplementacdo com fontes protéicas degradaveis e nao degradaveis no
rimen em bovinos mantidos em pastagem de alta qualidade, Hafley et al. (1993) verificaram
ampliacdo no ganho de peso para a suplementacdo com proteina degradavel (1,03 kg/dia) em
relacdo ao tratamento controle (0,95 kg/dia). Contudo, ao acrescentarem ao suplemento fontes
ndo degradaveis no rimen (o que ampliaria o suprimento de PM, além do adicional de
proteina microbiana) nao verificaram efeito sobre o desempenho animal em comparagdo ao
fornecimento exclusivo de PDR (1,08 kg/dia). Ressalta-se que o suprimento somente de fontes
de PNDR nao ampliou o ganho de peso em relacdo ao tratamento controle (0,97 kg/dia). Estes
resultados reforcam a hipdtese da agdo de mecanismos que ndo envolvem a ampliacdo direta
do aporte de proteina metabolizavel.

Por outro lado, ressalta-se que mesmo obtendo-se incrementos no ganho de peso ou
balango nitrogenado com o aumento no suprimento de proteina degradavel, esses podem néo
estar associados a maior producdo de proteina microbiana (Marini & Van Amburgh, 2003;
Porto, 2009; Costa et al. 2011b) o que corrobora os resultados aqui obtidos, principalmente
qguando se comparam diretamente os tratamentos controle e a suplementagdo ruminal (Tabela

7).
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Entre os mecanismos que podem afetar indiretamente o balanco de compostos
nitrogenados, a concentracdo de NAR parece assumir papel proeminente em condicOes
tropicais (Detmann et al., 2010b; Costa et al., 2011b; Lazzarini, 2011; Rufino, 2011). A
concentracdo media de NAR verificada nos animais nao suplementados (7,16 mg/dL; Tabela
6) encontra-se abaixo do valor relatado por Detmann et al. (2010a) para que haja equilibrio
entre influxo e efluxo de compostos nitrogenados no rumen em animais alimentados com
forragens tropicais (aproximadamente 8,4 mg de NAR/dL). Assim, concordando com essa
colocacdo, observou-se BNRU negativo para o controle (Tabelas 4 e 7). Adicionalmente,
somente com a suplementacdo ruminal propiciou-se concentracdo de NAR superior a 13
mg/dL (Tabela 6), concentracdo minima estabelecida por Detmann et al. (2010a) para que haja
maximizacdo do BNRU.

O suprimento de NAR pode ser provido pela degradacdo da proteina dietética e pelos
eventos de reciclagem de nitrogénio na forma de uréia via saliva e epitélio ruminal (Van Soest,
1994). Considerando-se a baixa concentracdo de NAR no tratamento controle (Tabela 6), a
reciclagem de nitrogénio nesta situacdo assumiria papel de mecanismo para manutencdo do
crescimento dos microrganismos ruminais, o que é reiterado pelo BNRU negativo verificado
neste tratamento (Tabela 7). Sob essa condicéo, o fluxo de nitrogénio no abomaso é superior
ao consumo de nitrogénio; em outras palavras, quando o aporte de nitrogénio dietético no
rimen € baixo, se espera que a reciclagem de nitrogénio participe significativamente para a
sustentac@o do crescimento microbiano e o rumen funcione como dreno de uréia (Detmann et
al., 2010a; Costa et al., 2011b).

O nitrogénio direcionado para manutencao do pool ruminal de nitrogénio amoniacal é
retirado da corrente sanguinea a partir da uréia circulante. Esta transferéncia é de certa forma

facilitada, uma vez que a uréia transferida para o rimen é rapidamente degradada a amonia
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pelos microrganismos ureoliticos presentes no epitélio ruminal (NRC, 1985). Isto faz com que
a concentracdo de uréia no ramen seja extremamente baixa em relacdo a concentracdo
sanguinea, garantindo gradiente favoravel para sua transferéncia (Van Soest, 1994). No
entanto, a intensidade de transferéncia de uréia ndo deve ser entendida simplesmente como
efeito do ambiente de crescimento microbiano, mas como processo de interacdo entre o
microrganismo e o hospedeiro com regulacéo especifica (Waterlow, 2006).

A demanda de uréia pelo ramen tende a ser ampliada com a elevacdo da qualidade da
forragem, devido ao aumento da massa de MO degradada no radmen (Detmann et al., 2010a).
A MO degradada no rumen exerce efeito direto e positivo sobre a transferéncia de uréia a
partir da corrente sanguinea (Kennedy & Milligan, 1978; Kennedy et al., 1981), possivel
reflexo do maior crescimento microbiano com a utilizacdo de forragens de melhor qualidade
(Costa et al., 2010b; Detmann et al., 2010a).

Adicionalmente, a concentracdo de NAR possui papel de destaque na regulacdo da
transferéncia de uréia para o rimen por atuar como regulador da atividade ureolitica
microbiana e por, possivelmente, atuar na sintese de facilitadores de transporte de uréia no
epitélio ruminal (NRC, 1985; Huntington & Arquibeque, 2000; Marini & Van Amburgh,
2003; Marini et al., 2004). Assim, a transferéncia de uréia para o rimen é indireta e
negativamente controlada pela concentragcdo de NAR (Reynolds & Kristensen, 2008; Detmann
et al., 2010a). A maxima transferéncia de uréia para o rimen é obtida com 5 a 8 mg de
NAR/dL (Kennedy & Milligan, 1978), o que é compativel com a concentracdo media de NAR
observada para os animais ndo suplementados (7,16 mg/dL; Tabela 6).

A sintese hepatica de uréia envolve a assimilacdo de dois atomos de nitrogénio: um a
partir da amoénia mitocondrial e outro a partir do aspartato citoplasmatico (Lindsay &

Reynolds, 2005). Contudo, sob condic6es de alta demanda para sintese de uréia, o suprimento
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mitocondrial de amonia pode ndo ser suficiente, resultando na ampliacdo do uso de
aminoéacidos para sintese de uréia (Parker et al., 1995).

Assim, a alta demanda de nitrogénio pelo rimen sob baixa concentracdo de NAR
poderia implicar maior utilizacdo de aminoacidos para sintese de uréia. Os aminoacidos
utilizados para sintese de uréia sdo retirados do pool sanguineo de aminoacidos livres
(Waterlow, 2006). Por sua vez, o pool de aminodcidos circulantes é mantido
homeostaticamente (Van Soest, 1994), o que justifica a similaridade entre tratamentos (média
de 103,9 umol/dL) quanto a concentragdo sanguinea de aminoacidos (Tabela 7).

Em primeiro lugar, para manutencdo do pool sanguineo, aminoacidos poderiam ser
retirados dos tecidos, reduzindo a retencdo de nitrogénio corporeo (Detmann et al., 2010a;
Costa et al., 2011c). Este argumento também néo se aplicaria as condi¢Bes do presente estudo,
pois a excrecdo urinaria de 3-metil-histidina ndo foi alterada pela suplementacédo (Tabela 7).

A 3-metil-histidina € um aminoacido formado a partir da metilacdo da histidina apos
esta ser incluida na cadeia polipeptidica que ira originar as proteinas musculares (actina e
miosina). Quando ocorre a degradacdo de proteina muscular, a 3-metil-histidina liberada nao
pode ser reutilizada para sintese protéica, sendo excretada na urina (Waterlow, 2006).

Portanto, a excre¢do urinaria de 3-metil-histidina constitui indicador do turnover
protéico muscular e, indiretamente, da degradacdo de proteina muscular (Harris & Milne,
1979), a qual poderd ser utilizada para o atendimento de outras fungdes fisiologicas ou
metabolicas, como o fornecimento de uréia para o ramen. Considerando-se que a excrecdo de
creatinina é constante por unidade de massa muscular (Costa-e-Silva, 2011), a razéo entre as
excrecgdes urinarias de 3-metil-histidina e creatinina indica a mobilizagéo relativa de proteina
por unidade de massa muscular. Com base nestes argumentos, infere-se que os tratamentos

avaliados apresentaram mobilizacdo de proteina muscular similares, uma vez que néo
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apresentaram diferencas (P>0,10) para a degradacdo absoluta e relativa de proteina muscular
(Tabela 7).

Adicionalmente, a maior captura hepatica de aminoacidos para manutencdo
homeostatica do pool de aminoacidos poderia implicar na utilizacdo de aminoacidos
absorvidos no intestino delgado (PM), que deixariam de ser utilizados para sintese de tecidos
(Detmann et al., 2010a), reduzindo a eficiéncia da conversdo da PM em proteina liquida
(Lazzarini, 2011). Entretanto, néo foi observada diferenga (P>0,10) para a eficiéncia de uso do
nitrogénio absorvido entre animais suplementados e ndo suplementados (Tabela 7), o que
parece descartar esse mecanismo na presente situagao.

Animais com maior demanda ruminal de nitrogénio tendem a reduzir a excrecao
urinaria de nitrogénio e ampliar a fracdo do nitrogénio retido no organismo e reciclado ao
ambiente ruminal (Reynolds & Kristensen, 2008). Nessa situacao, a quantidade de uréia que €
excretada pelos rins é dependente de mudancas na concentracdo de NUS e na carga de uréia
filtrada, na taxa de filtracdo glomerular e na reabsorcdo tubular renal (Harmeyer & Martens,
1980). De fato, observaram-se diferencas (P<0,10) para a concentracdo de NUS e carga de
nitrogénio uréico filtrada pelos rins entre os animais ndo suplementados. A excrec¢do fracional
de uréia para o tratamento controle foi de aproximadamente 72% daquela observada para 0s
tratamentos envolvendo a suplementacao (Tabela 7). Isto indica que menor percentual de uréia
presente no pool corporal foi eliminado na urina e maior proporcao foi redirecionada para a
reutilizacdo em locais de possivel demanda no organismo, como a manutencdo ruminal
(Figura 3). Em outras palavras, animais ndo suplementados foram mais eficientes em
conservar nitrogénio, evidenciando que nestes poderia existir maior demanda de nitrogénio
para reciclagem e manutencao do sistema ruminal. Isso é reforcado pela estimativa negativa de

BNRU obtida no tratamento controle (Tabela 7).
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Para o melhor entendimento dos efeitos da suplementacdo sobre BN algumas relacoes
entre o nitrogénio consumido (CN) e as concentracGes de NAR e NUS foram estabelecidas e
avaliadas (Tabela 8).

A relacdo CN:NAR ndo foi afetada de forma global pela suplementacdo (P>0,10).
Contudo, observou-se efeito linear positivo (P<0,10) com a alteracdo do local de
suplementacdo do rimen para o abomaso (Tabela 8). Neste experimento contraste utilizado
para comparacgdo entre animais suplementados e ndo suplementados considera o efeito médio
observado nos tratamentos que envolveram suplementacdo. Para o caso especifico da relacdo
CN:NAR, verificou-se que a suplementacdo ruminal e abomasal propiciaram relacbes médias
inferior e superior aos animais ndo suplementados, respectivamente, o que causou o efeito
linear entre locais de suplementacdo. Em outras palavras, embora na média ndo tenha ocorrido
efeito (P>0,10), percebe-se que a suplementacdo no rumen e no abomaso alterou a eficiéncia
de uso do nitrogénio para a implementacdo de niveis de NAR (Tabela 8).

Para o caso especifico da suplementacdo ruminal, percebeu-se que o nitrogénio
dietético foi utilizado de forma mais eficiente para a formacao de NAR em relacdo ao controle
(Tabela 8). Isso parece indicar que nos animais ndo suplementados parte do nitrogénio
absorvido deixaria de ser usado para sintese de tecido em detrimento da ciclagem ao rdmen.
Com a suplementacdo ruminal, menor massa de nitrogénio seria relativamente utilizada para o
atendimento ruminal, incrementando o uso de nitrogénio para sintese de tecidos. Isso
culminou com o aumento em BN (Tabela 8). Assim, embora a avaliacdo direta da eficiéncia
de uso do nitrogénio absorvido e da mobilizacdo de proteina muscular ndo tenha apontado este
comportamento (Tabela 7), a avaliagdo das eficiéncias demonstradas na Tabela 8 corrobora a
necessidade de deslocamento de nitrogénio para o rumen e a perda de eficiéncia na construcao

de tecido.
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Tabela 8 - Relacéo entre consumo de nitrogénio e nitrogénio amoniacal ruminal [CN:NAR, g
de N/(mg/dL)], consumo de nitrogénio e nitrogénio uréico no soro [CN:NUS, g de
N/(mg/dL)] e nitrogénio uréico no soro e nitrogénio amoniacal ruminal
[NUS:NAR, (mg/dL)/(mg/dL)] em funcdo dos diferentes tratamentos

Tratamentos” Valor-P?
Item EPM

C R R+A A Cvs.S L Q

CN:NAR 16,43 10,48 15,41 19,12 1,52 0,427 0,003 0,747
CN:NUS 11,64 8,95 10,60 11,05 0,90 0,193 0,124 0,596
NUS:NAR 1,42 1,21 1,46 1,74 0,13 0,744 0,020 0,926

1 C = controle (sem suplementacdo); R = suplementacdo ruminal; A = suplementagdo abomasal. 2 C vs. S =
controle vs suplementacdo; L e Q = efeitos linear e quadratico relativos a modificagdo do local de suplementagéo
(do rimen para 0 abomaso).

Comportamento similar a relacdo CN:NAR foi observado para a relacdo NUS:NAR
(Tabela 8). Para a avaliacdo desta relacdo dois aspectos devem ser considerados. Em primeiro
lugar, a concentracdo de NAR atua como controlador negativo da transferéncia de NUS para o
ramen (NRC, 1985; Huntington & Arquibeque, 2000; Marini & Van Amburgh, 2003; Marini
et al., 2004). Em segundo lugar, as concentracdes de NAR e de NUS podem ser consideradas
indicadores dos pools potencialmente transferiveis de nitrogénio do rimen para o sangue e do
sangue para o ramen, respectivamente. Logo, a queda na relacdo NUS:NAR indica reducdo na
transferéncia de uréia para o rimen e aumento na transferéncia de amonia para o sangue. O
contrario se faz verdadeiro. Neste contexto, observou-se que a suplementacdo ruminal reduziu
a relacdo NUS:NAR (Tabela 8), ou seja, ocorreu reducdo na transferéncia de nitrogénio do
organismo para o atendimento do rimen. Assim, maior parte do nitrogénio disponivel no
metabolismo poderia ser usada para 0s processos de sintese de tecidos, ampliando o BN
(Tabela 7).

Por outro lado, o efeito direto da suplementagdo abomasal parece estar baseado no
aumento da disponibilidade de aminoacidos absorvidos no intestino delgado, o que é

representado pela maior massa de PDI em relagdo ao controle (Tabela 7). Estes amino&cidos
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constituem a PM, a qual pode ser diretamente incorporada nos tecidos (Figura 3) ampliando o
BN (Tabela 7; Figura 4) em relacdo aos animais ndo suplementados. Este fato é corroborado
por Wickersham et al. (2008; 2009), os quais verificaram que a suplementacdo com niveis
crescentes de proteina no pds-rimen proporcionou aumento linear na retencéo de nitrogénio
no organismo animal.

De acordo com Bandyk et al. (2001) e Wichersham et al. (2004; 2009), a
suplementacdo com fontes protéicas ndo degradaveis no rimen podem ampliar o suprimento
de NAR por intermédio da reciclagem de nitrogénio. Entretanto, a suplementacdo abomasal
propiciou médias similares de NAR em comparacgdo ao tratamento controle (7,16 versus 7,80
mg/dL; Tabela 6).

Nesta situacdo supracitada, o aumento na reciclagem seria favorecido pela elevacéao
causada pela maior disponibilidade de nitrogénio no intestino sobre a concentracdo de NUS,
fato verificado neste trabalho (Tabela 7). A maior concentracdo de NUS ampliaria o
diferencial de concentracdo entre sangue e rumen e incrementaria a transferéncia de uréia
(Wichersham et al., 2004; 2009). Isso pode ser indiretamente comprovado por intermédio da
reducdo do coeficiente de digestibilidade ruminal da PB e BNRU com a suplementacao
abomasal (Tabela 4) em relacdo ao tratamento controle e, como consequéncia, 0 BNRU
(Tabela 7). Ressalta-se que a massa de suplemento fornecida no intestino néo foi contabilizada
para o célculo do coeficiente de digestibilidade ruminal.

Assim, considerando que o consumo de nitrogénio foi similar entre tratamentos com
suplementacdo (Tabela 3), a Unica causa provavel para a reducédo da digestibilidade ruminal da
PB e do BNRU com a suplementacdo abomasal reside sobre a ampliacdo da massa de

nitrogénio reciclada.
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Adicionalmente, a eficiéncia de formacdo de NAR com a suplementacdo abomasal foi
inferior aquela observada para o controle (Tabela 8). Isto é corroborado pela maior relagao
NUS:NAR, a qual indica modificacdo que favoreceria a transferéncia de uréia para o rimen
em relacdo ao tratamento controle (Tabela 8). Desta forma, infere-se que a suplementacédo
abomasal foi capaz de ampliar o pool de nitrogénio disponivel no rumen, embora de forma
menos eficiente em comparacdo ao tratamento controle.

O suprimento de nitrogénio no abomaso, de forma contraria ao verificado por
Wickersham et al. (2009), ndo permitiu implementar o fluxo de nitrogénio microbiano, o que
demonstra que 0s microrganismos ruminais nao usaram de forma eficiente o nitrogénio
reciclado, fato comprovado pelo efeito linear negativo (P<0,10) observado sobre NMIC com o
deslocamento da suplementacdo do rimen para o abomaso (Tabela 7).

Esta pressuposi¢do demonstra que a suplementacdo com fontes de PNDR como forma
de amenizar a deficiéncia de compostos nitrogenados no ambiente ruminal seria menos eficaz
do que a suplementacdo com fontes de PDR. A reciclagem de nitrogénio pode ser responsavel
por manter o consumo voluntario de animais alimentados com forragem de baixa qualidade
guando é fornecida suplementacdo abomasal (Wickersham et al., 2004; 2009) em comparagdo
a ruminal, assim como para forragens de média a alta qualidade (Tabela 3). No entanto, nesses
casos, ha claramente custos metabdlicos associados com a formacdo de uréia (Parker et al,
1995), bem como uma perda potencial de nitrogénio por via urinaria (Tabela 7; Lobley et al,
2000; Lapierre & Lobley, 2001). Tais ineficiéncias podem reduzir a quantidade de nitrogénio
disponivel no rimen (Wickersham et al., 2004), evidenciado pelo BNRU (Tabela 7).

De forma geral, os efeitos da suplementacdo com fontes de compostos nitrogenados no
rimen/abomaso assumiram posicdo intermedidria entre a suplementacdo ruminal e a

suplementacdo abomasal (Tabelas 6, 7 e 8). Segundo Atkinson et al. (2007; 2010) a
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suplementacdo conjunta poderia estimular indiretamente a reciclagem de nitrogénio no rimen,
por proporcionar concentracfes moderadas de NAR e permitir que os aminoacidos contidos na
PNDR sofresse uma deaminacdo mais prolongada, os quais seriam destinados ndo somente ao
suprimento de PM. Entdo, aumento na concentracdo de uréia no sangue coincidiria com a
diminuicdo de NAR, estimulando, indiretamente, a reciclagem de nitrogénio.

Sob esta consideracdo, a suplementacdo ruminal/abomasal conferiu concentragdo de
NAR intermediarias as suplementagdes exclusivas no rumen ou abomaso (Tabela 6), o que
parece ter estimulado a reciclagem de nitrogénio, pois permitiu que o BNRU e a
digestibilidade ruminal da PB fossem incrementados em relacdo ao controle. Esses resultados
foram acompanhados por relacdes entre CN:NAR, CN:NUS e NUS:NAR semelhantes aos
animais nao suplementados; mas o equilibrio entre o influxo e efluxo de nitrogénio no rimen
permitiu que maior parte do nitrogénio disponivel no metabolismo fosse utilizado para os
processos de sintese de tecidos, ampliando o BN em relagdo ao controle (Figura 7),
conferindo, contudo, retencdo de nitrogénio corporal semelhante a suplementacéo exclusiva no
ramen ou no abomaso.

Diante dos expostos apresentados, a suplementacdo nitrogenada no rimen ou no pés-
ramen, apresentaria efeitos similares, porém a partir de mecanismos metabdlicos diferentes.

Os beneficios inerentes & suplementacdo ruminal em bovinos alimentados com
forragem tropical de média a alta qualidade estdo diretamente ligados a otimizacdo do
metabolismo nitrogenado no ambiente ruminal, pois permite ampliar a concentracdo de NAR
e, dessa forma, reduzir a demanda de uréia via reciclagem. Entretanto, tais eventos parecem
ndo ampliar a eficiéncia de uso do nitrogénio absorvido (Tabela 7; Figura 4), pois se esperava
que a PM deixasse de ser utilizada pelos eventos de reciclagem e seria efetivamente utilizada

para sintese de tecidos corporais (Detmann et al., 2010a; Costa et al., 2011b; Lazzarini, 2011).
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Assim, as rotas metabolicas efetivamente envolvidas na ampliacdo de BN por intermédio da
suplementacdo com fontes de PDR sdo indiretas e sujeitas a desvios e eficiéncia diversas,
reduzindo sua eficiéncia em relacdo ao suprimento direto de PM via PNDR (Figura 4). Pode-
se verificar que a eficiéncia de utilizacdo no nitrogénio foi reduzida com o aumento da
proporcdo de suplemento fornecido no rumen (Figura 4) e, mesmo havendo reducdo na
demanda ruminal por uréia, a PM néo foi adequadamente retida no organismo por provavel
deficiéncia de energia. Em animais ruminantes, a eficiéncia de deposicdo de proteina depende
da suplementacdo energética, assim como a eficiéncia de uso da energia no metabolismo
depende da disponibilidade de aminoacidos (Scales et al., 1974; Schroeder & Titgemeyer,
2008).

Dessa forma, a PM poderia estar em excesso relativo a disponibilidade de energia,
sendo entdo parcialmente eliminada, o que ampliaria as perdas urinarias de nitrogénio,
conforme verificado neste estudo (Tabela 7).

Por outro lado, a suplementacdo abomasal ndo reduz diretamente a demanda de uréia
pelo rimen, em decorréncia da baixa concentracdo de NAR, corroborado pela digestibilidade
ruminal negativa da PB, BNRU negativo e maior relacdo NUS:NAR. Apesar disso, 0 BN foi
incrementado em relagdo ao controle e, 0 mais importante, a eficiéncia de utilizagdo do
nitrogénio para esse incremento foi maior em relacdo aos demais tratamentos envolvendo
suplementacdo (Figura 4). Provavelmente, a suplementacdo abomasal incrementou de forma
mais proeminente o balanco e a eficiéncia de compostos nitrogenados, devido ao aumento na
oferta de energia em vez de, somente, provimento direto de proteina. Isto se deve ao fato de 0s
aminoacidos digeridos podem ser catabolizados e utilizados como fonte de energia

(Wichersham et al., 2009).
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Figura 4 — Eficiéncia de uso do nitrogénio suplementar em relagdo ao nitrogénio retido no
organismo animal [S = g de nitrogénio ofertado via suplemento/diferencial do
balango de nitrogénio em relagdo ao controle (g); C = diferencial do consumo de
nitrogénio em relacdo ao controle (g)/diferencial do balanco de nitrogénio em
relacdo ao controle (g)].

Considerando-se efeitos similares sobre a retencdo de nitrogénio no organismo animal,
havendo possibilidade de escolha entre a suplementacdo com fontes de PDR e PNDR, fatores
adicionais devem ser relevados para a escolha mais adequada ao sistema de producdo. Os
custos envolvidos na utilizacdo de fontes de PDR séo quase sempre inferiores aos de PNDR.
Considerando-se que o principal mecanismo para ampliacdo da retencdo de nitrogénio
corporal com a utilizagcdo de PDR seria 0 aumento do pool ruminal de nitrogénio amoniacal
(Figura 3), o uso de fontes nitrogenadas ndo protéicas, como a uréia, poderia propiciar custo
de suplementacdo inferior ao uso de PNDR. Por outro lado, as respostas com o uso de PNDR
em termos de utilizacdo direta da PM para os processos de sintese no animal demandam perfil

de aminoéacidos na fonte protéica compativel com o perfil demandado no processo anabdlico

(NRC, 2001). A caseina € considerada proteina de alto valor biolégico. Assim, os efeitos
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positivos aqui verificados poderdo ndo ser obtidos com a utiliza¢do de outras fontes de PNDR,
com perfil de aminoacidos digestiveis diferentes do perfil demandado para sintese de tecidos.
Dessa forma, somente seria vidvel ou légica a suplementacdo com fontes de PNDR
depois de explorados os efeitos benéficos da PDR, garantindo desempenho adicional pela
melhoria no aporte de proteina metabolizavel (Bandyk et al., 2001; Wickersham et al., 2009;

Rufino, 2011).
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Conclusoes

A suplementacdo com compostos nitrogenados no ramen e/ou no abomaso em bovinos
alimentados com forragem tropical de alta qualidade permite incrementar a retencdo de
nitrogénio no organismo animal de forma similar. Contudo, a eficiéncia de utilizagcdo do

nitrogénio é ampliada com o deslocamento da suplementacdo do rimen para o abomaso.
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