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RESUMO

TRECE, Anderson Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril deP26ib.
nictemeral das excrecbes urinarias de derivados de purinas e compostos
nitrogenados de suas relacbes com a excre¢do de creatinina em vacas leiteiras.
Orientadora: Rilene Ferreira Diniz Valadares. Co-Orientadores: Marcos Inacio
Marcondes e Sebastido de Campos Valadares Filho.

Esse estudo foi conduzido para estabelecer o perfil nictemeral da excre¢cdo urinaria de
creatinina (CR), uréia (UR), nitrogénio total (NT) e derivados de purina (DP) e as relacdes
UR:CR, NT:CR e DP:CR em vacas leiteiras, com objetivo de reduzir a coleta de 24 para
2h ou indicar o melhor horario para estimar esses compostos por meio de coletas de urina
spot Foram utilizadas quinze vacas Holandesas em sistema de confinamento total em
baias individugs. O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
trés tratamentos e cinco repeticdes. Os tratamentos consistiram de trés niveis de producéo
diaria: Alta (31,2&,99 kg), média (22,8657 kg) e baixa (14,1675 kg). O periodo
experimental teve duracdo de 27 dias, sendo 14 para adaptacdo dos animais as condicoes
experimentais e 13 dias para coletas de amostras. As amgsttade urina foram
coletadas de 2h em 2h (2hSp) no 16° e 17° dia experimental. Do 22° ao 25° dia foram
obtidas amostras totais de urina a intervalos de duas horas. Nao houve diferenca entre os
horérios de coleta e producéo de leite (PL) para a excre¢ao diaria de creatinina, expressa
em mg/kgPC e para relagdo DP:CR para coleta total de 2h em 2h (2hTL). Houve efeitos
dos horarios de coleta e PL sobre as relacde€RIR NT:CR para coleta 2hTL.SO
horérios representativos para coleta 24h das coletas 2hTL foram 2, 4, 6, 8, 12, 18, 20 ou
24 h para relacdo URR e 2, 4, 6, 8, 10, 16, 18, 22 ou 24 h para relacdo NT:CR. Nao
houve diferenca entre os horéarios de coleta e PL para relacdo DP:CR em coleta 2hSp.
Para as coletas 2hSp, os horérios indicados para estimacao da excrecdo de NT e UR,
foram 10, 18 e 24 h. Conclui-se que a excrec¢do de creatinina, expressa em mg/kgPC, e a
relacdo DP:C ndo variam ao longo do dia, respaldando a recomendacédo de que a coleta
spotde urina seja efetuada a qualquer horéario do dia para estimar a excrecdo de DP diaria.
Para coletas de urirspotou reducéo do tempo de coleta de 24 para 2h, com objetivo de
estimar a excrecdo de compostos nitrogenados, recomenda-se os horarios de 10h, 18h e
24h. Ressaltag finalmente, que apesar desses trés horarios individualmente estimarem
adequadamente a produc&o de compostos nitrogenados e DP, recomenda-se que seja feita

coleta nos trés horarios para reduzir a probabilidade de erros das estimativas.
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TRECE, Anderson Souza, M.Sc., Federal University of Vigosa, April 2Di6nal

profile of urinary excretion of purine derivatives and nitrogen compounds andheir

ratios with creatinine excretion in dairy cows. Advisor: Rilene Ferreira Diniz
Valadares. Co-advisors: Marcos Inacio Marcondes and Sebastido de Campos Valadares
Filho.

This study was conducted to establish the diurnal profile of urinary excretion of creatinine
(CR), urea (UR), total nitrogen (TN), and purine derivatives (PD) and the UR:CR,
TN:CR, andPD:CR ratios in dairy cows, aiming to reduce the collection time from 24 h

to 2 h or indicate the best time to estimate these compounds via spot urine collections.
Fifteen Holstein cows were used in a total confinement system, housed in individual
stalls. The study was undertaken as a completely randomized design with three treatments
and five replications. Treatments consisted of three levels of daily milk yield: high
(31.26£2.99 kg), medium (22.86+1.%@), and low (14.16+0.7%g). The experimental

period lasted 27 days, including 14 days for the adaptation of animals to the experimental
conditions and 13 days for sample collections. Spot urine samples were collected every 2
h (2hSp) on the 16th and 17th experimental days. From the 22nd to the 25th days, total
urine samples were obtained at two-hour intervals. There was no difference between
collection times and milk yield (MY) for the daily excretion of creatinine, expressed in
mg/kg BW, and for the PD:CR ratio for total collection performed every 2 h (2hTL)
There was an effect of collection times and MY on the UR:CR and TN:CR ratios for
2hTL collection. The representative times for the 24-h collection of 2hTL collections
were 2, 4, 6, 8, 12, 18, 20, or 24h00 for UR:CR ratio and 2, 4, 6, 8, 10, 16, 18, 22, or
24h00 for TN:CR ratio. There was no difference between collection times and MY for
the PD:CR ratio in 2hSp collection. For 2hSp collections, the times indicated for the
estimate of TN and UR excretion were 10, 18, and 24 h. In conclusion, creatinine
excretion, expressed in mg/BW, and PD:CR ratio do not vary throughout the day,
corroborating the recommendation that the spot urine collection should be performed at
any time of the day to estimate the daily PD excretion. For spot urine collections or to
reduce the collection time from 24 to 2 h aiming to estimate the excretion of nitrogen
compounds, the times 10h00, 18h00, and 24h00 are recommended. Lastly, we stress that
although these three times alone adequately estimate production of nitrogen compounds
and PD, we recommend that collection be performed at all three times to reduce the error
probability of estimates.
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1- INTRODUCAO

Os requerimentos proteicos dos ruminantes séo atendidos pela absorc¢éo intestinal
de aminoéacidos provenientes da proteina dietética ndo degradada no rimen e da proteina
microbiana ruminal, que constituem a proteina metabolizavel (Valadares Filho,A995).
proteina microbiana (PMic) pode suprir grande parte da proteina metabolizavel, possui
digestibilidade intestinal em torno de 80% e seu perfil de aminoacidos é semelhante aos
tecidos corporais e a proteina do leite. A partir dessas caracteristicas, visa-se a
maximizagédo do fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado, com objetivo de

aumentar a eficiéncia produtiva.

Dessa forma, a quantificacdo da producdo de PMic é fundamental para a
elaboracéo de dietas balanceadas de acordo com o requerimento dos animais leiteiros.
Em geral, métodos para quantificacao da producéo de proteina microbiana baseiam-se em
indicadores internos microbianos, tais como as bases de purinas (RNA) e o &cido 2,6
diaminopimélico (DAPA) e os externos comé®8 e®N (Broderick e Merchen, 1992).

Porém, esses métodos séo laboriosos e necessitam de animais cirurgicamente preparados.
Outro método alternativo para quantificacdo de PMic é por meio da excrecao de derivados
de purina (DP). O método de excrecdo de DP na urina baseia-se no pressuposto que todo
acido nucléico que deixa o ramen é de origem essencialmente microbiana (Chen et al.
199Q Belenguer et al. 2002) e os acidos nucleicos que estédo presentes na alimentacdo de
ruminantes sdo degradados pela fermentacdo ruminal (Chen e Gomes, 1992). Apés a
absorcao intestinal, os nucleotideos purinicos, adenina e guanina, sdo absorvidos,
catabolizados e excretados na urina como hipoxantina, xantina, acido urico, e,
principalmente, alantoina (Perez et al. 1996; Orellana-Boero et at. 2001). Segundo Chen
et al. (1990), em bovinos, devido a alta atividade da xantina oxidase presente no sangue
e nos tecidos, os DP excretados sdo essencialmente a alantoina e &cido Urico,3a que ess
enzima converte xantina e hipoxantina a &cido arico. Dessa maneira, a excre¢do urinéria
de DP tem relacdo direta com a absorc¢ao intestinal das purinas e, quando se conhece a
relacdo N-purina: N-total da biomassa microbiana, a PMic pode ser calculada a partir da
quantidade de purina absorvida, estimada pela excrecao urinaria de DP (Chen e Gomes,
1992).



Paa quantificacdo da excrecdo de DP na urina € necessaria coleta total de urina.
Alguns estudos utilizaram tempos de coletas distintos para mensurar excrecao urinéria de
DP, como Leal et al. (2007) que utilizaram seis dias, Barbosa et al. (2006) cinco dias e
Vagnoni et al. (1997) trés dias. Porém, de acordo com Fleming (1991), Valadares et al.
(1997 e Leal et al. (2007), coletas em 24 horas sdo representativas da excrec¢ao urinaria
de DP. Contudo, mesmo considerando 24 horas como tempo ideal para coleta de urina, a
coleta total € laboriosa, tem risco de perda de amostra durante o periodo de coleta, e, além
disso, é dificil de ser obtida em condi¢des de pastejo. Além do tempo para coleta, a técnica
requer a utilizacdo de cateteres uretrais que podem gerar desconforto e aumentar o risco

de infecgbes urogenitais, principalmente quando sé&o utilizados por tempo prolongado.

Como alternativa menos laboriosa e invasiva, alguns estudos utilizaram a técnica
de coleta de urinapot A amostraspot baseia-se na constancia da excrecéo diaria de
creatinina (CR) por unidade de peso. Segundo Valadares et al. (1997), a excfeRdo de
€ constante e pode ser utilizada como indicador da producao urinaria diaria. Renno et al.
(2008), avaliaram a constancia da excrecédo Res@d diferentes niveis de inclusédo de
uréia(UR) na dieta de novilhos (Holandés, %2 Holandés x Guzera, ¥ Holandés x Gir,
Zebu) e ndo encontram diferenca na excrec¢do de CR. Dessa forma, poderia sker coleta
uma amostra isolada, denominasiagot o que poderia simplificar a coleta a nivel
experimental e a campo. Em casos extremos, a reducdo da coleta de 24h para 2h poderia
ser uma alternativa interessante, caso a mesma também seja eficaz na estibBgio de

compostos nitrogenados (CN).

Apesar dos trabalhos reportados acima, a eficacia da utilizacdo da asposira
dependente do perfil da excrecdo urinaria das substancias de interesse, por exemplo,
alantoina, acido urico €N totais em relacdo a excre¢do de CR. Chen et al. (¥992)
Pereira (2009), avaliaram as concentragdes de CR e DP na urina de novilho Nelore
novilhas Nelore por meio de coletapot ao longo do dia, respectivamente. Ambos
autores detectaram variacdes similares ao longo do dia nas concentra¢des urinarias de CR
e DP, sendo constante a relacdo DP:CR, o que possibilita a utilizacdo deptiedaa
mensuracao de DP. Ja Chizzotti et al. (2007), utilizando vacas Holandesas, avaliaram a
excrecdo urinaria de DP e NT obtidos por meio de coleta total em 24 horas e por coleta
spot4h apos o fornecimento da alimentacdo, e ndo encontraram diferenca nas estimativas
da excrecgéo diaria de alantoina, acido urico, N total e N-uréico entre os métodos, porém

nao foram realizadas avaliacdes sobre o perfil de excrecdo desses compostos ao longo do



dia. Pereira (2009), ainda avaliou as relacdes urinarias deRJRNT:CR, e observou
que essas relacdes diferiram entre as coletas a intervalos de 2 h, sendo indicados os

horarios de 08:00h e 16:00h como mais apropriados para estimar a excrecdo de.NT e UR

Assim percebe-se, ainda, grande escassez de estudos que descrevam o perfil da
excre@ode DP e CN e de suas relacbes coi@Riao longo do dia que demostream
melhor horario para coleta de urisot principalmente em bovinos de origem leiteira.
Além disso, no caso da ineficacia da coleta de wpah uma reducdo da coleta total de
24 para 2 h pode ser alternativa viavel para determinacdo de DP e CN em vacas em
lactacdo. Assim, a hipotese do estudo é que em coletas depoiaaada 2h ou reducéo
da coleta total de 24 para 2h em vacas holandesas de alta, média e baixa produgéo de leit
arelacdo DP:CR n&o varia ao longo do dia e que as relacd€REBRIT:CR apresentem
variacdo. O objetivo do estudo é apontar quais sdo os melhores horéarios para coleta de
urina spot para estimar a excrecdo urinaria de DP, NTReelth vacas holandesas em

lactacéo.

2- MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Gado
de Leite (UEPE-GL), da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), Vicosa-MG. O estudo
foi conduzido seguindo as normas da comissdo de ética no uso de animais de producédo
da UFV, certificado no processo niumero 109/2014.

Foram utilizadas quinze vacas da raca Holandesa em sistema de confinamento
total em baias individuais, tigeree Stall providas de cocho e bebedouro. O estudo foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos e cinco
repeticbes. Os tratamentos consistiram de trés niveis de producédo diaria de leite: Alta
(31,262,990 kg), média (22,86 57 kg) e baixa (14,16 75 kg). Os animais de alta, média e
baixa producé&o apresentaram peso corporal de 556, 530 e 510 kg respectivamente.
periodo experimental teve duracdo de 27 dias, sendo 14 para adaptacdo as condicbes

experimentais e 13 para as coletas de amostras.



2.1- Consumo e digestibilidade de alimentos

Para monitoramento dos tratamentos, foi realizada a determinacéo do censumo
digestibilidade dos nutrientes dos animais. Para isso, a alimentacao, fornecida na forma
de mistura completa, foi constituida de silagem de milho a vontade e um kg de
concentrado para cada trés kg de leite, sendo fornecida diariamente as 7:30 e 15:30h,
permitindo-se sobras de no méaximo 5%. A proporcéo dos ingredientes no concentrado se
encontra na Tabela 1 e as composicbes da silagem de milho e do concentrado séo
apresentadas na Tabela 2.

Foram realizadas amostragens e andlises de alimentos, sobras e fezes com objetivo
de verificar o consumo e digestibilidade de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
carboidratos nao fibrosos (CNF), fibra em detergente neutro (FDN) e nutrientes
digestiveis totais (NDT), para as vacas de cada nivel de producéo de leite (PL).

Do 15° até o 21°ia, as sobras foram quantificadas pela manha e as amostras dos
alimentos e das sobras foram armazenadas em sacos plasti&G€ & posteriormente
moidas em moinho de facas (1 e 2 mm). Nas amostras de sobras, forragem e do
concentrado foram quantificados os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e fibra em detergente neutro (FDN), segundo
recomendagdes do INCT-CA G-003/1, INCT-CA N-001/1, INCT-CA M-001/1, INCT-

CA G-005/1, INCT-CA F-002 (Detmann et al., 2012), respectivamente.

Nos 18°, 19° e 20° dias foram coletadas amostras de fezes diretamente do reto, as
6:00h, 12:00h e 18:00h respectivamente. As amostras foram parcialmente secas em estufa
de ventilacéo forcada, a 60°C por 72 horas, moidas em moinho de facas com peneira com
crivos de 1 mm e 2 mm, entdo, foi elaborada uma amostra composta por animal, com base
no peso seco de cada sub amostra. Foi utilizada a fibra em detergente acido indigestivel
(FDNi) para se estimar a producdo de matéria seca fecal, conforme proposto por Cochran
et al. (1986). Todavia, foi utilizada a incubacao ruminal em sacos de ankom (filter bags
F57) (5 x 5 centimetros), por 288 horas, em vez da digestibilidad&o sugerida no
protocolo original (INCT- CA F-010-1; Detmann et al., 2012).

2.2- Amostragem e analise do leite

As vacas foram ordenhadas mecanicamente, duas vezes desdmdenhas da
tarde do 15° dia e da manh& do 16° dia foram coletadas amostras de leite, sendo elaborada
uma amostra composta, proporcional a producdo em cada ordenha, para fins de analise

dos teores de gordura, lactose e proteina, segundo Pregnolatto & Pregnolatto (1985). A



producao de leite corrigida (PLC) para 3,5% de gordura foi efetuada conforme Sklan et
al. (1992)
PLC = (0,432 + 0,1625 x % de gordura do leite) x producédo de leite.

2.3- Coleta de uringpot

As amostraspot de urina foram coletadas a cada 2 horas (2hSp), apdés miccao
estimulada por massagem na vulva, no 16° e 17° dia experimental (coleta em horarios
intercalados de 4 em 4 h, totalizando 12 coletas). As amostras em cada horéario foram
filtradas em gaze, e foram obtidas duas aliquotas de aproximadamente tardem
diluir e outra diluida (10 mL em 40 mL.8Os 0,036 N), que foram armazenadas em
frascos plasticos a -15°C para analises de NT, CR, UR E DP. A partir dessa coleta, foram
calculadas as relacdes de DP:CR, NT:CR e UR:CR, com objetivo de apontar os horarios
representativos de coleta para estimar os compostos de interesse a partir de coleta 2hSp.

2.3- Coletas totais de urina

Para a coleta total de urina de cada animal, foram adaptadas sondas de Folley n°26,
duas vias, com baldo de 50 mL, que foram introduzidas via uretra até a bexiga no 22° dia.
Na extremidade externa do cateter foi adaptada mangueira de polietileno que conduziu a
urina até recipientes plasticos com capacidade de 20L, acondicionados em isopor com
gelo.

Do 22° ao 25° dia, foram obtidas amostras totais de urina a intervalos de 2 horas
(2hTL) a partir das 8:00h. Ao término de cada periodo de 2 horas de coleta, a urina total
foi pesada, homogeneizada e amostrada, sendo o restante descartado. As amostras foram
obtidas conforme descrito para as amostpst A partir dessas amostras, foram
calculadas: a excrecdo de creatinina em cada horario de coleta, para verificar sua
constancia de excrecdo ao longo do dia; e as relacbes de DP:CR; NT:CR e U:CR, com
objetivo de apontar horarios representativos para estimagcédo dos compostos de interesse a
partir de coletas 2hTL. A soma dos valores encontrados em cada amostra 2hTL foi

realizada para obtencéo da excrecdo de CR, DP, NT e UR.

2.5- Analises de urina
As ardlises para a determinacéo das concentracdes de nitrogénio totdb(armn)
efetuadas no Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da UFV, ja

as amostras deRC UR, &cido Urico e alantoina foram efetuadas no Laboratério de



Fisiologia e Reproducéo Animal. O teor de NT na urina foi estimado pelo método INCT-
CA N-001/1. As determinacdes das concentracbes de CR, UR e &cido urico foram
efetuadas em aparelho Analisador Bioquimico modelo BS-200E Mindray, utilizando kits
comerciais Bioclin. Para a CR foi utilizado método colorimétrico, para UR, o0 método
enziméatico-colorimétrico, enquanto para o &cido Urico o método enzimatio.
concentracdo de alantoina foi determinada pelo método colorimétrico, conforme Fujihara
et al. (1987), descrito por Chen & Gomes, (1992).

Todas variaveis foram analisadas usando procedimentos MIXED do programa SAS
(Institute Inc, versao 9, 2008). Os resultados referentes as coletas 2hTL e 2hSp, foram
analisados em delineamento inteiramente casualizado, em medidas repetidas no tempo de
acordo com o0 modelo:

Yike = + T + 3jj + Po + (T X P)e + gjje, Onde:

u = significancia geral

Ti = efeito fixo de tratamento i

5ij = erro aleatdrio com significancia 0 e variangia, a variancia entre os animais
em gue o tratamento é igual a covariancia entre medidas repetidas dos animais.

Pe = efeito fixo de periodo, e

(T x P)e= efeito fixo de interagdo entre tratamento e periodo e

gike = €I10 aleatorio com significAndlee variancia?, a variagéo entre as medidas
entre 0s animais.

As médias foram comparadas pelo método dos quadrados minimos e as diferencas

foram consideradas significativas para P < 0,05 pelo testd de Student.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme o planejamento experimental, houve diferenca (P<0,001) gpara
producao de leite (PL), tanto sem correcéo quanto corrigida para 3,5% de gordura (Tabela
3). Observou-se diferencas da ordem de 24% entre as producdes alta e média e de 38%
entre as producdes média e baixa. Entretanto, os teores de gordura, proteina, lactose e
sélidos foram semelhantes (P > 0,05, Tabela 3).

O fornecimento de concentrado ajustado ao nivel de producgdo de leite (PL),
resultou em relacdo volumoso: concentrado (V:C) de 51,70, 57,79 e 71,12 de MS,
respectivamente, para os niveis de alta, média e baixa PL. Os consumos de matéria seca

(MS), proteina bruta (PB), carboidratos néo fibrosos (CNF) e de nutrientes digestiveis
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totais (NDT), expressos em kg/dia, foram maiores (P<0,001) para as vacas delLmaior

e as de média producao tiveram consumo maior que as de baixa PL (Tabklte8a
suplementgr Entretanto, o consumo de fibra em detergente neutro (FDN) ndo apresentou
diferenca (P=0,379) entre as vacas de diferentes PL. As digestibilidades de MS, PB, CNF
e os teores de NDT nao apresentaram diferenca (P>0,05) entre as vacasgialta,
baixaPL (Material Suplementgr

As excrecOes diarias de UR de NT foram maiores (P<0,001) para os animais de
maior PL (Tabela 4), os quais apresentaram maior consumo de proteina bruta (PB).
Maiores valores de excrecdo urinaria de UR para animais com maior ingestdo de
nitrogénio dietético foram descritos por Valadares et al. (1999) trabalhando com vacas
em lactacéo e por Pereira (2009), utilizando novilhas Nelore.

A excrecao diaria d&CR, expressa em g ou mg/kg de peso corporal, ndo
apresentou diferenca (P>0,117) entre os niveis de producdo de leite, sendo em média
20,41 mg/kg PC (Tabela 4). Trabalhando com vacas em lactacdo com niveis crescentes
de inclusédo de N na dieta, Silva et al. (2001) encontraram excrecdo média de creatinina
de 23,60 mg/kgPC, enquanto Oliveira et al. (2001) relataram excrecdo média de
creatinina de 23,41 mg/kg PC. Chizzotti et al. (2008), trabalhando com vacas de diferentes
niveis de producéo de leite, obtiveram valor médio da excrecdo de creatinina de 24,04
mg/kg PC e concluiram que tal excrecdo independe do nivel de producéo, ingestao
matéria seca e tempo em lactacdo. O valor médio obtido foi aproximadamente 13% menor
que os trabalhos citados, contudo percebe-se que ha coeréncia entre os resultados da
literatura, principalmente no que se refere do efeito da PL sobre a excrecae geriR
de excrecédo ao longo do dia, conforme sera discutido posteriormente.

A excrecdo diaria de DP, expressa em nidpohdo apresentou diferenca
(P>0,515) entre os animais de diferentes producdes de leite (Tabela 4). Valadares et al.
(1999), que encontraram diferenca significativa da excrecdo de DP mmol/dia para vacas
em lactacdo com diferentes niveis de ingestdo de N, enquanto Chizzotti et al. (2007) nédo
encontraram diferenca significativa para excrecao diaria de DP (mmol) entre vacas de
alta e média PL, entretanto, a excrecdo de DP de vacas de alta PL foi maiopdmque
as vacas de baixa PL. A constancia na excrecéo diaria de DP demonstra que independente
do nivel de producédo, houve uma mesma sintese de proteina microbiana, e que houve
uma acréscimo na proteina ndo degradada no rimen com o aumento da PL dos animais
(NRC, 2001). Além disso, percebe-se que o N em excesso no rimen nao foi utilizado para

sintese de Pmic, mas foi excretado na urina na forma de uréia (Tabela 4



As relagdes urinarias UBR e NT:CR foram maiores (P<0,001) e<(©,040),
respectivamente, para os animais de alta producdo de leite em relacdo aos de baixa
producado (Tabela 4), e a relacdo DP:CR nédo apresentou diferenca entre os animais de
diferentes producdes de leite (P>0,097), reflexo das diferentes ingestdes de PB dietética
e constancia na produc¢ao de Pmic, conforme discutido anteriormente.

Quanto a excrecéo ao longo do dia de creatinina, expressa em mg/kgPC a partir
de coleta 2hTL Nlaterial suplementgr ndo houve interacdo nem efeitos individuais
(P>0,05) de periodo de coleta ao longo do dia e de producédo de leite. Valadares et al.
(1997) ndo encontraram diferencas nas excrecdes de creatinina obtidas durante 12, 24,
48, ou 72 h de coleta total e recomendaram a utilizag&o de coleta total 24 h para estimar
a producdao diaria de urina. Chizzoti et al. (2008), utilizando coletas totais de urina com
duracdo de 612, 18 ou 24 h, ndo observaram efeitos de periodos ao longo do dia sobre
asexcrecOes de creatinina, expressas em mg/kg PC. Pereira (2009), utilizando novilhas
Nelore, ndo encontrou diferenca para excrecdo de creatinina emP@ghy coletas
totais de urina de 2 em 2 h. A partir desses resultados, olssercanstancia da excrecao
de CR ao longo do dia, isso permite que a CR seja usada como parametro para calcular
as relacdes com demais compostos de interesse.

N&o houve efeito de interacdo, nem de efeitos individuais (P>0,05) dos periodos
de coleta ao longo do déados niveis de PL para a relacdo DP:CR a partir de coleta 2hTL
(Material suplementgr A auséncia de diferenca significativa entre relacbes DP:CR
obtidas ao longo do dia também foi descrita por Chen et al. (1995) e Pereira (2009), que
realizaram coletas totais de urina de 2 em 2h em ovelhas e novilhas Nelore,
respectivamente. Esses resultados permitem que a producéo de DP seja estimada por meio
de coleta em 2hTL em qualquer horario do dia.

Houve efeito (P < 0,05) da PL e do periodo de coleta sobre as relacfieR UR
(Figura 1) e NT:CR (Figura 2) para coleta 2hTL. Ocorreram oscilagdes ao longo do dia
tanto na relacdo URR quando na relacdo NT:CR, o que mostrou a existéncia de
periodos ndo representativos para estimacao da excrecao diaria.

Os horérios de coleta 2hTL mais representativos da relacdo médiir @Rt&0
destacados em cinza na Figura 1. Observou-se picos de excrecédo de UR nos horarios de
14h e 16h para todos os niveis de PL. Assim, para obter uma amostra representativa da
excrecdo total de 24h, sugere-se a amostragem total de 2 em 2h nos horérios 2, 4, 6, 8,
12,18, 20 ou 24 h.



Observou-se, na Figura 2, que a variagdo da relagcdo NT:CR € pequena ao longo
do dia em coleta 2hTL, mas, ainda assim existem horarios ndo representativos. Os
horarios sugeridos para coletas representativas da excrecao diaria de UR sé&o 2, 4, 6, 8,
10, 16, 18, 22 ou 24 h.

Para as coletas 2hSp, tracou-se as relacogSRJigure 3) e NT:CR (Figure 4)

e observou-se que ndo existe um padrédo das relacoE3RURNT:CR. De forma
semelhante, Pereira (2009), a partir de coletas 2hSp, tracou um perfil das rela@es UR

e NT:CR ao longo do dia e também nédo encontrou um padréo nessa relacao ao longo do
dia. Assim, percebe-se que nos horarios de 4, 8, 10, 12, 14, 18 ou 24 h (Figure 3) as
relacées URCR sao representativas da col&al em 24h (24hTL), a partir de coletas

2hSp, para todos os niveis de PL. Para as relacdes de NT:CR, observou-se que os horarios
de 4, 6, 10, 16h, 18, 20, 22 ou 24 h s&o representativos da coleta 24hTL, a partir de coletas
2hSp (Figure 4).

A partir das observagdes nas Figuras 3 e 4, nota-se que diversos horérios de coleta
2hSp séo representativos para estimar a producdo de compostos nitrogenadds em 24
Porém, observa-se que em alguns horarios o intervalo de confianca da coleta 2hSp,
mesmo ndo sendo diferente significativamente da média da coleta 24hTL, estdo muito
proximos do limite do intervalo de confianca. Dessa maneira, com objetivo de reduzir
possiveis erros de estimacado das excrecfes de compostos nitrogenados, indica-se realizar
a coleta em pelo menos 3 dos horéarios sugeridos e, a partir dessas fazer uma meédia.
Assim, de forma prética, indica-se os horéarios de 10, 18 e 24 h, considerando momentos
distintos do dia e sendo ambos representativos para NR, @l&ém disso evitae as
coletas durante o periodo da madrugada. Adicionalmente, percebe-se que a coleta 2hSp é
igualmente eficiente a coleta 2hTL para estimacdo de CN e DP nos horarios sugeridos,
ndo sendo, portanto, necessario esse tipo de coleta, uma vez que apmléta
consideravelmente menos trabalhosa.

Por fim, tanto a partir da coleta 2hSp, com a partir da coleta 2hTL, observa-se que
nao houve diferenca (P>0,05) para relacdo DP:CR ao longo do dia, sendo que todos os
horarios foram representativos da coleta 24hMatérial Suplementgr Em estudo
semelhante, Chen et al. (1995) e Pereira (2009) ndo observaram variacdo diurna da
relacdo DP:C para excrecdes de urina de ovinos e novilhos Nelore, respectivamente, e
concluiram que amostigpot em qualquer horario poderia ser utilizada para estamar
excrecdo diaria de DP. Ja Valadares et al. (1999), Oliveira et al. (2001) e Chizzotti et al.

(2007), trabalharam com vacas em lactacao e estimaram a excrecéo de DP diaria por meio



de coleta total 24h e colespot4h depois da primeira alimentacao e verificaram mesmo
padrdo para estimar a DP em ambos os métodos. Dessa maneira, recomenda-se a coleta
spotpara estimar DP em qualquer horario do dia, mas, casosentiaresse em estimar

na mesma coletspotcompostos nitrogenados e DP, sugere-se a coleta nos horarios de
10h, 18h e 24h.

Diferente dos demais autores que trabalharam com a estimacdo de excregao
urinaria de DP e compostos nitrogenados (CN) em vacas de origem leiteira, nesse estudo
foi descrito um perfil diario da excrecao de CR e suas relacdes com DP, NT e UR, a partir
de uma alta frequéncia de horarios de coleta (2h em 2h), o que gerou maior confianca
para analise desse perfil e, em consequéncia, maior seguranca para indicar horarios
representativos de coletas para estimacdo da excrecao diaria dos CN e DP. O estudo
também mostrou, de forma pratica, quais sdo os melhores horarios para coletas 2hTL
2hSp que sejam representativos para estimar a excrecdo diaria de DP, NT e UR, para

diferentes niveis de PL, em horarios similares.

4- CONCLUSOES

A excrecéo de creatinina, expressa em mg/kgPC, e a relagcdo DP:C n&o variaram em
coletas totais spotde 2h em 2h, respaldando a recomendacdo de que asplétke
urina seja efetuada a qualquer horario do dia para estimar a excre¢cdo de DP diéria.
Adicionalmente, sugere-se a coleta de uspat nos horéarios de 10, 18 e 24 h para
estimacao simultdnea da excrecao diari€ee DP para todos niveis de producédo de
leite.
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6- TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Proporgéo dos ingredientes nos concentrados, com base na matéria n
Alimento %
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Fuba de milho 48,24

Farelo de soja 46,63
Calcario 1,81
Bicarbonato de sédio 1,24
Fosfato bicalcico 1,13
Oxido de magnésio 0,60
Flor de enxofre 0,21
Vitaminas 0,10
Rumensin 0,02
Premix Mineral 0,02

1Composicao centesimal: Sulfato de manganés: 47,1; Sulfato de zinco: 45,3;dguifaitioe:6,8;
Sulfato de potassio: 0,1; Selenito de s6dio:0,6; Sulfato de Cobalto: 0,1
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Tabela 2. Teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bru
extrato etéreo (EE); fibra em detergente neutro (FDN); carboidratos nao fi
(CNF); fibra indigestivel em detergente neutro (FDNi) da silagem e do conce

Alimentos
Itens :
Silagem% Concentradeh

MS 26,37 84,84
MO 94,96 91,37
PB 6,44 27,36
EE 2,08 2,18
FDN 55,19 13,55
CNF 31,24 48,27
FDNI 16,03 3,61
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Tabela 3. Consumo de proteina, producao (kg) e composicéo do leite (%) das v
alta, média e baixa producao.

Producéo de Leite

'TEM Alta Média Baixa EPM P
Consumo de PB 347a 2,75b 198c 0,09 <,001
Producao de Leite 30,26a 22,86b 14,16c 1,12 <,001
PL 3,5% de Gordura 31,58a 24,06b 14,65c 1,49 <,001
Gordura 4,30 4,40 4,21 0,34 0,923
Proteina 3,00 2,95 321 0,11 0,081
Lactose 4,07 4,19 4,14 0,10 0,697
Solidos Totais 12,45 1259 1268 04 0,924

ab.c_ Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si peld test8tudent a 5% c
probabilidade
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Tabela 4. Estimativa das excre¢fes urinarias diarias de uréia (UR), nitrogéni
(NT), creatinina (CR) e derivados de purinas (DP) e as relac6eSR/JRIT:CR e
DP:CR obtidas a partir da coleta total de 24h das vacas de alta, média e baixa pt
de leite

Producéo de Leite

ITEM Alta Média Baixa EPM P
UR (9) 321,06a 196,38b 119,25¢c 20,31 0,001
NT (g) 273,86a 173,32b 96,65¢c 22,30 0,001
CR () 12,10 10,29 10,33 0,64 0,117
ICR (mg/kgPC) 21,72 19,37 20,26 1,10 0,358
2DP (mmold) 403,47 367,49 352,92 33,69 0,515
SUR:CR 25,90ab 22,40ab 12,55¢ 0,82 0,001
3NT:CR 20,99ab 16,67ab 11,13b 0,23 0,040
“DP:CR 22,17 21,65 20,36 0,57 0,097

1-Relagdes calculadas a partir da concentragdo expressa em mg/L
2-Relacdes calculadas a partir da concentracédo expressa em mmol/L

3Excrecao diaria calculada em mg por quilo de peso corporal

4 Excrecéo diaria em mmol/dia

ab.c_Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si peld thst®tudent a 5% de
probabilidade
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Figura 1- Comparacgéo da relagdo Ureia: Creatinina, expressas em mg/mL, nas coletas totais a
cada 2h ao longo do dia com a coleta total 24h (linha tracejada) para as vacas deraédigA)

(B) e baixa (C) producdes de leite. Boxplot construido como o box sendo a média #viam des
padrao e linhas representando o intervalo de confianca (P < 0,05) da média.omtdeval
confianga que interceptam a média de 24h néo diferem entre si pelodestéudent a 5% de
probabilidade. A faixa cinza indica relacdo @R igual a média de 24h.
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Figura 2- Comparacgéao da relagédo Nitrogénio Total: Creatinina, expressa em mg/mL, nas coletas
totais a cada 2h ao longo do dia com a coleta total 24h (linha tracejada) para as ait@dd)je

média (B) e baixa (C) produc¢des. Boxplot construido como o box sendo a média + iom desv
padrao e linhas representando o intervalo de confianca (P < 0,05) da média.omtdeval
confianca que interceptam a média de 24h néo diferem entre si pelodes$éudent a 5% de
probabilidade. A faixa cinza indica relagdo UR:CR igual & média de 24h.
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Figura 3— Comparacdao da relagdo Uréia: Creatinina, expressa em mg/mL, naspolketaada

2h ao longo do dia com a coleta total 24h (linha tracejada) para as vacas de alta (A), média (B) e
baixa (C) producgdes de leite. Boxplot construido como o box sendo a média + um desvio padrdo
e linhas representando o intervalo de confianca (P < 0,05) da média. Intervalos deaopian
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interceptam a média de 24h ndo diferem entre si pelat@stStudent a 5% de probabilidade. A
faixa cinza indica relacdo UR:CR igual a média de 24h.
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Figura 4- Comparagéo da relacao Nitrogénio Total: Creatinina, expressas em mg/mL, na coleta
spota cada 2h ao longo do dia com a coleta total 24h (linha tracejada) para atevatagA),
média (B) e baixa (C) produc¢des. Boxplot construido como o box sendo a média + iom desv
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padrdo e linhas representando o intervalo de confianga (P < 0,05) da médialostdes
confianca que interceptam a média de 24h nao diferem entre si pelodesttudent a 5% de
probabilidade. A faixa cinza indica relacdo UR:CR igual & média de 24h.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

TabelaS1 Consumo e digestbilidade aparente dos constituintes das dietas de v
de alta, média e baixa producdes de leite.
Producao de Leite

'TEM Alta Média Baixa EPM P
Consumos (Kg/dia)
MS 20,63 a 17,70 b 15,57 ¢ 0,50 <,001
FDN 7,02 6,43 6,63 0,29 0,379
CNF 8,28 a 6,98 b 5,66 c 1,17 <,001
NDT 12,90 a 11,56 b 9,87 ¢ 0,37 <,001
Consumos %PC
MS 3,70 a 3,36 ab 3,06 b 0,15 0,029
FDN 1,26 1,22 1,30 0,08 0,754
Digestibilidade %
MS 62,52 65,35 63,29 1,48 0,404
PB 71,57 73,50 69,07 1,45 0,139
FDN 39,10 b 44,40 ab 47,18 a 1,78 0,022
CNF 82,86 85,39 83,09 1,38 0,389
NDT 63,00 66,00 63,00 0,02 0,343

a b c_ Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre sit moStudent a 5% d
probabilidade
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Tabela S2. Médias de excrecdo de createmang/kg de peso corporal, obtidas a p:
de coleta total de 2h em 2h para as vacas de alta, média e baixa producdes de le

Nivel de producéo de leite

Periodo
Alta Média Baixa

24h00-02h00 2,12Q0.202 2,156G0 202 1,8250,157
02h00-04h00 1,43%0,202 1,5330,247 2,0350,202
04h00-06h00 2,236Go0,248 1,75%0,202 1,8340,175
06h00-08h00 1,61%0.350 1,4060,248 1,8920 157
08h00-10h00 1,748,248 1,79Q0,350 1,47%0 247
10h00-12h00 1,6280.248 1,8060,248 2,3280.202
12h00-14h00 1,97Q0,202 1,5330,202 1,9330,157
14h00-16h00 1,859,202 2,0160202 1,8260.175
16h00-18h00 1,885,202 1,6740.202 1,95L0,175
18h00-20h00 1,7320.202 1,7920.202 1,8320,175
20h00-22h00 1,7460,202 1,580,202 2,2250,175
22h00-24h00 2,0220.350 1,7220.202 1,7680.202

Médig 1,8330,074 1,730Q0,07 1,91Q0,057

- Excrec¢bes calculadas a partir da concentracdo em mg/kg de peso corporal
2P valores para Producéo de Leite (P = 0,156), Periodo (P=0,520) e Interagdo Periodo :
Producéo de Leite (P = 0,256).
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Tabela S3. Médias da relagéo derivado de purina: creatii®aQ) a partir de
coleta total de 2h em 2h para as vacas de alta, média e baixa producdes de |

Nivel de producao de leite

Periodo P .
Alta Media Baixa

24h00-02h00 18,3782 242 21,3022 243 19,8281 420
02h00-04h00 18,9731,833 18,7822,243 16,5832 236
04h00-06h00 17,1492 240 17,0742 245 18,1721.420
06h00-08h00 19,3431 833 21,27 %2 242 20,6781 586
08h00-10h00 18,60Q1 833 18,1961 833 20,6531 829
10h00-12h00 18,6422 4> 17,15%2,242 19,4091 585
12h00-14h00 20,4643 169 22,2587 242 21,5811 420
14h00-16h00 21,2623 169 20,5241 g33 20,547 238
16h00-18h00 22,20Q2 242 21,2921 833 18,8222 239
18h00-20h00 20,1431 833 19,53% 242 18,70%1,586
20h00-22h00 19,7491 g33 21,6944 245 18,8881 420
22h00-24h00 19,3631,833 18,106,245 21,1352 240

Médid 19,5220.682 19,7660,663 19,5830548

LRelacdes calculadas a partir da concentragdo mmol/L
2P valores para Producéo de Leite (P =0,964), Periodo (P=0,507) e Interacdo Perio
Producéo de Leite (P =0,994).
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Tabela S4. Médias da relagéo ureia: creatinidaQ) a partir de coleta total de em
para as vacas de alta, média e baixa producdes de leite

Nivel de producéo de leite

Periodo Alta Média Baixa
24h00-02h00 24,1081 608 18,9341 608 11,1181 246
02h00-04h00 23,37%1,608 18,3891,608 10,387%1,305
04h00-06h00 23,1321,608 17,3521,759 11,35861,246
06h00-08h00 22,5391 608 18,9331,608 11,24Q1 246
08h00-10h00 20,7531 759 18,7921 608 11,9241 246
10h00-12h00 23,7251 608 19,84%1 759 12,4651 246
12h00-14h00 28,72%1608 23,6991 608 15,0821 305
14h00-16h00 29,72Q1 608 23,9811 608 14,3551 246
16h00-18h00 25,5761 608 19,5291 608 13,5861 246
18h00-20h00 26,0541 608 19,9121 608 13,0021 246
20h00-22h00 25,4531,608 23,5941 608 12,6581 246
22h00-24h00 26,1381 608 20,0381 608 10,8441 461

Médigf 24,9420.924 20,25%0.925 12,335%0,718

'Relagbes calculadas a partir da concentragcdo mg/I
2P valores para Producéo de Leite (P <0,001), Periodo (P<0,001) e Interacdo Periodc
Producao de Leite (P =0,343).
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Tabela S5. Médias da relagao nitrogénio total: creatidMi&:C) a partir de coleta tota
de 2h em 2h para as vacas de alta, média e baixa produc¢des de leite.

Nivel de producéo de leite

Periodo Alta Média Baixa
24h00-02h00 19,28%2,047 11,9862,047 9,4151 586
02h00-04h00 14,814 047 9,642 047 7,1951 768
04h00-06h00 12,6092 047 10,1732,047 6,9981 586
06h00-08h00 13,4762,047 10,9062 047 7,8251 586
08h00-10h00 15,4682 496 15,882,047 10,9691,768
10h00-12h00 23,10%2047 11,91%2 496 10,5351 586
12h00-14h00 19,65%2,047 14,1032,047 14,9221 586
14h00-16h00 17,1652 047 13,2912 047 8,285 1 586
16h00-18h00 17,30%2,047 13,4245 047 10,09%1,586
18h00-20h00 12,0552 047 13,9852 047 11,7081 586
20h00-22h00 15,6012 047 13,33%k2,047 8,8751 586
22h00-24h00 18,60Q2 047 12,2082 047 13,634,042

Média? 16,5950,670 12,57 ko67 10,0380,53

1.Relagdes calculadas a partir da concentragdo mg/l
2P valores para Producéo de Leite (P <0,001), Periodo (P<0,001) e Interagdo Periodo 8
de Leite (P =0,324).
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Tabela S6. Médias da relagao ureia: creatinidaQ) a partir de coletapota cada 2h para as
vacas de alta, média e baixa producdes de leite.

Nivel de producéo de leite

Periodo Alta Média Baixa
24h00-02h00 22,2911 798 14,6661 798 8,521:1 798
02h00-04h00 23,9341,798 17,5991 798 8,8421,708
04h00-06h00 24,7041 798 15,841 798 8,8651,708
06h00-08h00 22,74%1,798 16,7461 798 10,33%1,798
08h00-10h00 22,0461 798 16,5521 798 9,7091 798
10h00-12h00 22,95Q1 798 20,9711 798 13,44Q1 798
12h00-14h00 24,0631 798 23,07%1 798 12,2811 708
14h00-16h00 20,3341,993 16,4231 993 11,4981,798
16h00-18h00 26,0731 993 20,8541 993 10,1291 708
18h00-20h00 24,2241 798 16,4481 798 10,7461 798
20h00-22h00 23,1261 798 17,9291 708 8,2241,798
22h00-24h00 22,6841 798 17,5851 798 8,8581,708

Médig 23,2640 640 17,89Q0 640 10,12Q0,633

L.Relacdes calculadas a partir da concentragéo mg/l

2P valores para Producéo de Leite (P <0,001), Periodo (P=0,048) e Interacdo Periodo x Producéac
(P =0,773).
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Tabela S7. Médias da relagao nitrogénio total: creatidMiz:C) a partir de coleta spot a cada
para as vacas de alta, média e baixa producdes de leite.

Nivel de producéo de leite

Periodo — .
Alta Média Baixa

24h00-02h00 22,4271 714 13,21Q1,714 9,8061,714
02h00-04h00 17,81Q1,714 12,4461 714 7,9151 714
04h00-06h00 17,1121 714 12,6821,714 7,471 714
06h00-08h00 11,8532,061 8,7221,714 6,3451,714
08h00-10h00 16,9491 714 14,15%1 714 11,8064 852
10h00-12h00 15,2821 714 17,8021,714 9,434.1,714
12h00-14h00 15,2821 714 14,36%1,714 9,6711,714
14h00-16h00 15,7941 714 12,6251 853 10,19%1 714
16h00-18h00 17,08%1,852 15,5261 853 8,37Q1.714
18h00-20h00 13,4851 714 12,6981 714 8,624.1,714
20h00-22h00 16,84Q1 714 14,5431 714 8,0961,714
22h00-24h00 14,7141 714 10,4062 544 8,18L1,714

Médi& 16,2190,77 13,2650,781 8,82%0,764

1'Relagbes calculadas a partir da concentragcdo mg/I
2P valores para Producéo de Leite (P <0,001), Periodo (P<0,001) e Interacéo Periodo x Produr
Leite (P =0278).
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Tabela S8. Médias da relacéo derivados de purina: creattBiRaQ) a partir de coleta
spota cada 2h para as vacas de alta, média e baixa producdes de leite.

Nivel de producéo de leite

Periodo Alta Média Baixa
24h00-02h00 18,40%1,087 19,59% 056 19,2961 313
02h00-04h00 18,9731,623 17,1622,056 15,9552 m6
04h00-06h00 16,95Q1,623 15,3722,056 17,6381,313
06h00-08h00 19,3431 623 19,6622 056 19,9141 455
08h00-10h00 18,59%1 623 17,0481 660 19,8141 655
10h00-12h00 18,78Q1 087 15,5425 056 18,7081 483
12h00-14h00 23,78Q1 087 20,61%2.056 21,0481 313
14h00-16h00 21,18Q2811 19,3741 660 18,978,126
16h00-18h00 22,1351 987 20,1441 660 18,4312 105
18h00-20h00 20,1431 623 17,8322,056 18,0681 483
20h00-22h00 19,75Q1 623 19,9725 056 18,3521,313
22h00-24h00 19,36Q1 623 16,3822 056 20,00Q2,046

Médid 19,78305541 18,224,732 18,85Q0,627

1-Relacdes calculadas a partir da concentragdo mmol/l
2P valores para Producéo de Leite (P =0,214), Periodo (P=0,068) e Interacédo Periodo x
Producao de Leite (P =0,982).
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