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RESUMO

RODRIGUES JUNIOR, Alex dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2024. Coleta spot de urina para estimar a excrecao de derivados de
purinas e compostos nitrogenados em novilhas suplementadas com niveis
crescentes de ureia a pasto. Orientadora: Luciana Navajas Rennd.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a excrecao de derivados de purinas (DP) e
compostos nitrogenados (CN) e suas relagdes com a creatinina em novilhas em
pastejo suplementadas com diferentes niveis de ureia, e encontrar um esquema de
coleta spot para substituir a coleta total de urina para estimar a excre¢cao de DP e CN
em pastejo. Foram utilizadas cinco novilhas Nelore com peso corporal médio de
400kg, distribuidas em quadrado latino 5x5. Cada periodo experimental teve duracao
de 18 dias, sendo 14 de adaptacéo a dieta, trés para coleta de urina total e coleta
pontual de fezes e um dia para coleta de urina spot, liquido ruminal e sangue. Para a
coleta total de urina, foi utilizada sonda de Folley n° 26, duas vias, com baldao de 50
mL, onde na extremidade livre da sonda foi acoplada uma mangueira que conduziu a
urina por meio de um sistema fechado até uma bolsa coletora (bolsa de polietileno)
com capacidade maxima de dois litros, no qual foi fixada pelo auxilio de cordas ao
pescoco do animal, na regido ventral. Nas amostras de urina foram determinadas as
concentragbes de creatinina como indicador do volume urinario, compostos
nitrogenados representados pelo nitrogénio urinario (NU) e nitrogénio ureia (NUreia),
bem como os derivados de purinas que comporam a determinagdo da excrecdo de
alantoina (AL) e acido urico (AU). Para andlise estatistica utilizou-se o programa
estatistico do SAS. Os niveis de ureia ndo influenciaram (P>0,05) o consumo de MS
total e de nutrientes, assim como o de NDT (P>0,05). As concentragbes de nitrogénio
amoniacal do rumen (NAR) e N ureico no soro (NUS) foram afetadas (P<0,05) pelos
niveis de ureia do concentrado no periodo de 24h. A excre¢ao de creatinina diaria foi
de 22,94 mg/kgPC e nao foi influenciada pelos tratamentos, dias de coleta ou periodos
de coleta, assim como as excregdes de DP. As excre¢cdes de NU e de NUreia foram
influenciadas pelo horario de coleta (P<0,05). Para a excrecdo dos CN observou
variacao durante o periodo de coleta (P<0,05). A avaliagdo comparativa da excrecao
de creatinina com as amostras spot de urina nao diferiu (P>0,05) entre as duas formas
de coleta estudadas. Assim, foi possivel realizar a combinacdo da média entre duas
amostras dos dois métodos



mencionados com amostragem a cada 4 horas, observando-se que os horarios de 8
as 16 horas sofreu menor variagao no quadrado meédio dos erros de predicao (QMPE)
para as variaveis AL:Cre, Au:Cre, NUrea:Cre e NU:Cre. A excregao de creatinina é
constante em um periodo de 24 horas e estima adequadamente o volume urinario em
bovinos em pastejo. Uma Unica coleta de spot de urina pode ser utilizada para estimar
a excrecao dos derivados de purinas. No entanto, para estimar a excre¢cao dos
compostos nitrogenados, recomenda-se a utilizacdo de duas amostras de urina com

coleta spot, as 8 e 16h horas.

Palavras-chave: Alantoina; Nitrogénio ndo proteico; Nitrogénio urinario; Zebuinos.



ABSTRACT

RODRIGUES JUNIOR, Alex dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2024. Urine spot collection to estimate the excretion of purine
derivatives and nitrogenous compounds in heifers supplemented with
increasing levels of urea on pasture . Adviser: Luciana Navajas Rennd.

The objective of this study was to evaluate the excretion of purine derivatives (PDs)
and nitrogen compounds (NCs) and their relationships with creatinine in grazing heifers
supplemented with different levels of urea, and to find a spot urine collection scheme
to replace total urine collection for estimating PD and NC excretion on pasture. Five
Nelore heifers with an average body weight of 400kg were used, distributed in a 5x5
Latin square design. Each experimental period lasted 18 days, with 14 days for diet
adaptation, three days for total urine collection and spot collection of feces, and one
day for spot urine collection, ruminal fluid, and blood sampling. For total urine
collection, a Foley catheter (size 26, two ways) with a 50 mL balloon was used. A hose
attached to the free end of the catheter led urine through a closed system to a collection
bag (polyethylene bag) with a maximum capacity of two liters, secured around the
animal's neck region with cords. Urine samples were analyzed for creatinine
concentrations as an indicator of urine volume, nitrogen compounds represented by
urinary nitrogen (UN) and urinary urea nitrogen (UUN), as well as purine derivatives
including allantoin (AL) and uric acid (UA). Statistical analysis was performed using
SAS software. Urea levels did not influence (P>0.05) total dry matter intake, nutrient
intake, or digestible nutrients intake (P>0.05). Ruminal ammonia nitrogen (RAN)
concentrations and serum urea nitrogen (SUN) were affected (P<0.05) by urea levels
in the concentrate over a 24-hour period. Daily creatinine excretion was 22.94 mg/kg
BW and was not influenced by treatments, collection days, or collection periods, nor
were PD excretions. UN and UUN excretions were influenced by collection time
(P<0.05). Variations in NC excretions were observed during the collection period
(P<0.05). Comparative evaluation of creatinine excretion between spot urine samples
did not differ (P>0.05) between the two collection methods studied. Thus, averaging
between two samples from each of the two methods with sampling every 4 hours was
feasible, with the 8:00 to 16:00 period showing the lowest mean square of prediction
error (MSPE) for variables AL, UA:Cre, UUN:Cre and UN:Cre. Creatinine excretion

was consistent over a 24-hour



period and adequately estimated urine volume in grazing cattle. A single spot urine
collection can be used to estimate purine derivative excretion. However, for estimating
nitrogen compound excretion, it is recommended to use two spot urine samples
collected at 8:00 and 16:00 hours.

Keywords: Allantoin; Non-protein nitrogen; Urinary nitrogen; Zebu cattle.
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1. Introducao Geral

O Brasil figura como um dos principais paises na producao e comercializagao
de carne bovina no mundo com um aumento no numero de animais abatidos no ano
de 2022, correspondente a 42,31 milhGes de cabecas, representando uma alta de
7,5% frente ao ano anterior, 0 que possibilitou uma producao de 10,79 milhdes de
toneladas no ano de 2022 e participagdo de 27,9% nas exportagbes mundiais no
mesmo ano (ABIEC, 2023; IBGE, 2023).

A cadeia produtiva brasileira tem sido aprimorada nos ultimos anos, existindo
um aumento da taxa de ocupacao, crescimento do rebanho bovino em cerca de 3,3%
estimado em 202 milhdes de cabecas e a reducédo da area de pastagens em 5,7%
para aproximadamente 154 milhdes de hectares, comparado ao ano de 2017 que
possuia em torno de 160 milhdes em areas de pastagens. Embora a eficiencia
produtiva do pais tenha aumentado, cerca de 80% da producdo animal ainda é
mantida em condi¢cdes de pastagens (ABIEC, 2023).

As pastagens assumem grande importancia na produgédo animal pelo fato de
ser uma fonte barata de alimento quando comparada a outros produtos destinados a
alimentacdo animal. Isso permite que a producdo de bovinos no Brasil seja
desenvolvida por um menor custo, viabilizando a competitividade da pecuéria nacional
(Carvalho et al., 2009; Ferraz e Felicio, 2010). Contudo, as areas de pastagens em
condic¢des tropicais costumam passar por periodos sazonais em algumas épocas do
ano, afetando sua disponibilidade e qualidade, principalmente durante o periodo seco
(Casagrande et al., 2013).

A qualidade das pastagens se torna um ponto crucial para o desempenho
desses animais mantidos a pasto, uma vez que o consumo de um alimento de baixa
qualidade interfere na capacidade do animal de suprir suas exigéncias nutricionais
requeridas para alcancar produtividade. Situacdo essa que pode acarretar em um
baixo desempenho animal, trazendo ineficiéncia na pratica da atividade, diminuindo a
rentabilidade econdmica do sistema produtivo (Hoffmann et al., 2014).

Um dos meios utilizados para corregéo das deficiéncias nutricionais em virtude
da perda da qualidade nutricional do pasto devido a estacionalidade da producgéo
forrageira proporcionada pelas variacoes climaticas é encontrada pela suplementacao
alimentar (Prado et al., 2003; Paulino et al., 2006; Moraes et al., 2010).
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Diante disso, um ponto bastante discutido nos sistemas de produgéao de gado
de corte é retratado pelos gastos com alimentagédo que representam de 70 a 90% dos
custos operacionais totais, sendo a proteina, um dos nutrientes de maior valor
econdmico (Valadares Filho et al., 2005; Sales et al., 2010). Assim, é tido a busca por
alimentos pouco comuns que podem ser utilizados como fontes alternativas de
carboidratos e proteinas para ruminantes, fornecendo nutrientes suficientes para
alcangar maior producao e redugédo dos gastos com alimentagéo.

Dentre os alimentos alternativos de valor proteico esta inserida a ureia,
compreendida como uma fonte de nitrogénio nao proteico (NNP) de alta equivalencia
proteica, utilizada de forma estratégica em virtude do seu baixo valor economico
comparado a outros ingredientes e para o atendimento da proteina degradavel no
rumen (PDR) (Rech, 2013).

A ureia é considera como fonte de PDR por ser rapidamente hidrolisada pela
acao da urease sintetizada pelas bactérias do rumen, produzindo amdénia e diéxido de
carbono apds ser ingerida. A aménia produzida sera utilizada pelos microrganismos
para sintese de proteina microbiana como também pode ser absorvida pela parede
ruminal e metabolizada pelo figado (Rech, 2013).

A maior eficiéncia de producdo de proteina microbiana em dietas
suplementadas com ureia é alcangcada quando elevagdes na concentracdo de amoénia
no rumen estéo sincronizadas com alta disponibilidade de energia ruminal. Assim, com
a rapida degradacao da ureia no rumen, as propor¢des adequadas de carboidratos de
fermentacao rapida e média maximizam a utilizacdo da mesma (Guimaraes Jr. et al.,
2007).

As exigéncias dietéticas de proteina metabolizavel para ruminantes sao
atendidas mediante a absor¢ao no intestino delgado da proteina microbiana e proteina
dietética nao-degradada no rumen (PNDR), uma vez que a proteina microbiana pode
chegar a suprir, aproximadamente, 50 a 100% da proteina metabolizavel exigida para
mantenca em bovinos de corte (NRC, 1996). Dessa forma, tem sido objetivo da
nutricao de ruminantes a maximizagao do fluxo da proteina microbiana para o intestino
delgado (Valadares Filho e Valadares, 2001).

Por meio da importancia da proteina microbiana para o metabolismo proteico
dos ruminantes, a quantificacdo do seu fluxo sob diferentes condi¢des dietéticas e
fisiolégicas é fundamental para o atendimento dos requisitos em aminoacidos

absorvidos. Com este proposito, alguns dos métodos mais utilizados para mensurar
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a producao de compostos nitrogenados de origem microbiana incluem a utilizacdo de
marcadores internos como: bases de purinas, acido 2,6-diaminopimélico (DAPA), D-

alanina e através dos acidos nucleicos (DNA e RNA), além dos marcadores externos

como os isétopos estaveis 15N e compostos radioativos como o 355 ¢ 32p (Broderick
e Merchen, 1992; Chen e Gomes, 1992; Chizzotti et al., 2008).

Entretanto, de um modo geral, estes métodos séo laboriosos e invasivos aos
animais experimentais capazes de proporcionar certo desconforto animal para serem
executados, levando a necessidade de implementar técnicas menos invasivas para a
condugao dos experimentos (Chizzotti, 2004).

Ao longo dos ultimos anos, tem sido demonstrado que coletas de urina tém
grande aplicagdo na quantificacdo da sintese microbiana do ramen, através da
excrecao urinaria de derivados de purinas (DP) (Perez et al., 1996; Pereira, 2009).

No entanto, o método de determinacdo da sintese de proteina microbiana
baseado na excrec¢ao de DP requer coleta total de urina, que se trata de uma técnica
laboriosa, que pode causar desconforto ao animal, alta possibilidade de provocar
lesbes no trato urindrio e extremamente dificil de ser realizada como rotina
experimental, principalmente com animais mantidos a pasto (Silva Juanior et al., 2018).

Por esses motivos, pesquisas tém sido realizadas para estimar o volume
urinario diario e a excrecao de DP a partir do uso da coleta spot, utilizando a creatinina
como indicador do volume urinario (Valadares et al., 1999). A creatinina € uma
substancia formada nos musculos pela remog¢éo ndo enzimatica de agua do fosfato
de creatina a qual se origina do metabolismo do tecido muscular (Harper et al.,1982).

Pereira (2009), avaliando o efeito da hora da coleta de urina sobre a relagéo
nitrogénio total:creatinina e ureia:creatinina em animais confinados, observou variagao
na excrecao de compostos nitrogenados ao longo do dia. Silva Junior et al. (2021)
verificaram, em novilhas mantidas a pasto, que a relacdo entre nitrogénio
total:creatinina e nitrogénio ureia:creatinina apresentou efeito do periodo de coleta ao
longo do dia, e recomendaram duas coletas spot de urina, quatro horas antes e apds
o fornecimento do suplemento.

Dessa forma, a hipétese do presente estudo € que a coleta total de urina pode
ser substituida pela coleta pontual de urina, ou coleta spoft, para estimar a excrecao
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de DP e compostos nitrogenados em novilhas suplementadas com diferentes niveis
de ureia, em pastejo. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a excrecao de DP
e compostos nitrogenados e suas relagées com a creatinina em animais mantidos a
pasto, suplementados com diferentes niveis de ureia, e encontrar um esquema de
coleta spot para substituir a coleta total de urina para estimar a excrecao de DP e
compostos nitrogenados em pastejo.
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2. Introducao

Segundo a ABIEC (2023), o percentual de animais ndo confinados que foram
abatidos no Brasil correspondeu a 81,98%, sendo 18,02% proveniente do abate de
animais em sistemas de confinamento. Isto reflete na forma de como a bovinocultura
de corte do pais € desenvolvida, utilizando de forma majoritaria o pasto como principal
recurso forrageiro para a alimentacédo desses animais.

Contudo, as areas de pastagens em condigdes tropicais costumam passar por
periodos sazonais em algumas épocas do ano como o periodo seco, causando
alteracdes em sua disponibilidade e qualidade, implicando no desempenho dos
animais por nao suprir suas exigéncias nutricionais requeridas para elevar a
produtividade (Casagrande et al., 2013; Hoffmann et al., 2014).

Com a finalidade de corrigir as deficiéncias nutricionais provenientes do pasto,
principalmente durante o periodo seco, € recomendado a utilizacdo da estratégia
alimentar via suplementacdo, permitindo o suprimento dos nutrientes em falta e
consequentemente a redugéo do ciclo de producao para o abate (Prado et al., 2003;
Paulino et al., 2006; Moraes et al., 2010). Para isso, a ureia, principal fonte de
compostos nitrogenados nao proteicos, € utilizada pelo fato de promover maior
crescimento microbiano ruminal, elevando a digestibilidade da forragem de baixa
qualidade, o consumo de matéria seca e de energia, resultando em um melhor
desempenho animal, além de baratear os custos de producdo ao substituir
parcialmente os concentrados proteicos nas racdes (Borges et al., 1998; Reis et al.,
1997; Silva et al., 2001; Souza et al., 2010).

As exigéncias dietéticas dos animais ruminantes s&o atendidas praticamente
pela a absorcdo dos aminoacidos provenientes da proteina microbiana em nivel de
intestino delgado, uma vez que a mesma pode chegar a suprir aproximadamente, 50
a 100% da proteina metabolizavel exigida para mantenga em bovinos de corte (NRC,
1996). Dessa forma, tem sido objetivo da nutricdo de ruminantes a maximizacéo do
fluxo da proteina microbiana para o intestino delgado (Valadares Filho e Valadares,
2001).

Tendo visto a importancia da proteina microbiana, a quantificacdo de sua
sintense tem sido demonstrado ao longo dos ultimos anos que coletas de urina possui
grande aplicacao para isso, através da excrecao urinaria de DP por meio da coleta
total de urina ou coleta spot de urina (Valadares et al., 1999; Pereira, 2009;
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Silva Junior et al. 2018).

No entanto, o método de determinacdo da sintese de proteina microbiana
executada pela coleta total de urina se torna extremamente dificil de ser realizada
como rotina experimental, por se tratar de uma técnica laboriosa que causa
desconforto ao animal com possiveis ledes no trato urinario dos animais utilizados por
necessitarem estar sondados (Silva Junior, 2018).

Por esses motivos, poucos experimentos realizaram coleta total de urina em
fémeas com sondas. Sendo que estes estudos (Susmel et al., 1994; Valadares et al.,
1997; Vagnoni et al., 1997; Pereira, 2009), quase que em sua totalidade, com excec¢éao
dos trabalhos de Silva Junior et al., (2018 e 2021) que avaliaram a excre¢édo de DP e
de CN em bovinos em pastejo, foram conduzidos em sistema de confinamento. Sendo,
portanto, quase que inexistentes dados com coleta total de urina em animais em
pastejo.

Para isso, a coleta spot de urina tem sido colocada como uma técnica
alternativa a coleta de urina total para estimar a excrecao de DP e CN, onde essa
coleta spot de urina consiste na obtencao de uma amostra pontual de urina dentro de
um periodo de 24 horas se tornando menos invasiva que a coleta total onde necessita
que os animais estejam sondados (Silva Junior, 2018; Valadares et al., 1999).u

Pesquisas tém sido realizadas para estimar o volume urinario diario a partir do
uso da coleta spot correlacionada com a creatinina como indicador do volume urinario.
A creatinina € uma substancia formada nos musculos pela remog¢ao ndo enzimatica
de agua do fosfato de creatina a qual se origina do metabolismo do tecido muscular
(Harper et al.,1982).

Como a excregao de creatinina na urina é relativamente constante em fungéo
do peso corporal, esta tem sido utilizada como um indicador da produg&o urindria em
animais confinados (Chizzotti et al., 2007), e mantidos em pastejo (Silva Junior et al.,
2021).

Além de indicar o volume urinario por meio da creatinina, tem sido feita algumas
relacbes a partir das concentracoes dos derivados de purina e compostos
nitrogenados que sdo excretados via urina com a creatinina para servir como
indicadores da quantidade de N microbiano que chega ao duodeno (Chen e Gomes,
1992).

Pereira (2009) avaliando o efeito da hora da coleta de urina, realizando coleta
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spot de urina, sobre a relagdo DP:creatinina, em novilhas Nelore em confinamento, de
duas em duas horas (com dois dias de coleta), ndo encontrou diferenca do horario de
coleta sobre a relacdo DP:creatinina. No trabalho de Whittet et al. (2019), foi avaliado
a influéncia da idade, dieta e gravidez de novilhas e vacas na excreg¢ao de creatinina
e constaram uma minima influéncia, indicando a creatinina como um marcador do
volume urinério e predicdo da excrec¢ao de DP, embora recomendando varios dias de
coleta para uma estimativa precisa de PD:C. Ja Silva Junior et al. (2021), nao
observaram variagdo nas relagées da creatinina com os derivados de purinas,
constatando que uma Unica amostra de urina coletada em qualquer hora do dia pode
ser usada para uma estimativa precisa.

Em relacdo aos compostos nitrogenados, Pereira (2009), avaliando o efeito da
hora da coleta de urina sobre a relacao nitrogénio total:creatinina e ureia:creatinina
em animais confinados observou variagcao na excre¢cao de compostos nitrogenados ao
longo do dia. Silva Junior et al. (2021) verificaram, em novilhas mantidas a pasto, que
a relacao entre nitrogénio total:creatinina e nitrogénio ureico:creatinina apresentaram
efeito do periodo de coleta ao longo do dia, e recomendaram duas coletas spot de
urina, quatro horas antes e apds o fornecimento do suplemento.

Diante disso, a hipotese do presente estudo € que a coleta total de urina pode
ser substituida pela coleta pontual de urina, ou coleta spot, para estimar a excrecao
de DP e CN em novilhas suplementadas com diferentes niveis de ureia, em pastejo.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a excrecdo de DP e CN, suas relagdes
com a creatinina em animais mantidos a pasto e suplementados com diferentes niveis
de ureia, e encontrar um esquema de coleta spot para substituir a coleta total de urina
para estimar a excrecao de DP e compostos nitrogenados em pastejo.

3. Material e métodos
3.1 Animais, manejo e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em
Gado de Corte do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa - MG, durante a época seca do ano, entre junho a setembro de 2022. Todos
os procedimentos realizados no presente estudo seguiram protocolo aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais de Produgéo da prépria instituicdo (021/2021).
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Foram utilizadas cinco novilhas Nelore fistuladas e canuladas no rimen, com
peso corporal (PC) médio inicial de 435kg e 24 meses de idade. As unidades
experimentais foram mantidas em piquetes individuais de aproximadamente meio
hectare cada, dotados de bebedouros e comedouros com pastagem constituida de
capim Brachiaria decumbens.

Antes do inicio da fase experimental, os animais passaram por um periodo de
adaptacao de 14 dias as dietas, piquetes e conducdo ao tronco de contencédo. Os
cinco tratamentos experimentais foram baseados na utilizacao de suplemento proteico
energético com 25% de proteina formulado com diferentes niveis de ureia na matéria
seca (0, 1, 2, 3 € 4%).

O suplemento foi fornecido uma unica vez ao dia, no horario das 12h, em uma
quantidade diaria de 4 g/kg de PC do animal. Essa quantidade de suplemento ofertado
foi destinada aos animais que passaram por uma estacdo de monta tardiamente,
objetivando a manutengé&o do peso corporal dos mesmos, durante a época seca do
ano. O sal mineral esteve presente na forma ad libitum para todos os tratamentos. A
composicado dos ingredientes, as proporcdes dos tratamentos, composicdo do sal
mineral e a qualidade do pasto podem ser vistos na Tabela 1.

O delineamento experimental adotado foi um quadrado latino 5x5,
compreendendo cinco periodos e cinco unidades experimentais. Cada um dos cinco
periodos experimentais teve duracao de 18 dias, sendo 14 de adaptacdo a dieta
experimental, tres dias para coletas de urina total e fezes e o ultimo dia para coleta de
urina spot, liquido ruminal e sangue.

Tabela 1. Proporcbes dos ingredientes nos concentrados e composicao
quimica do suplemento e do pasto com base na matéria seca
Tratamentos'

Ingredientes (%) UR0O UR1 UR2 UR3 UR4 Pasto
Milho fuba 540 59,7 653 709 765 -
Farelo de soja 46,0 393 32,7 261 195 -
Ureia/Sulfato de ambnia 0 1 2 3 4 -
Composigao bromatolégica (g/kg)

Matéria seca 893 897 902 906 910 632+ 14,1
Matéria organiza 960 964 968 971 975 91416
Proteina Bruta 252 249 247 245 243 612+13
NNP? 53 71,8 111 126 164 26,2+7,8
PDR3 172 182 193 203 213 36,979
PNDR* 79 69 59 49 40 52,1 £55
FDNcp® 115 114 113 112 111 696 +4,1
CNF® 570 591 612 633 654 14425
FDNi’ 18 18 19 19 20 374 +47

Tratamentos: URO: sem ureia/Sulfato de aménia, UR1: 1 % de ureia/Sulfato de aménia, UR2: 2% de ureia/Sulfato de aménia, UR3: 3%
de ureia/Sulfato de aménia, UR4: 4% de ureia/Sulfato de aménia, 2Nitrogénio néo proteico, 3Proteina degradavel no rimen,*Proteina
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n&o degradavel no rimen,® Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina,®Carboidrato ndo fibroso,’Fibra indegradavel em
detergente neutro."Sal mistura mineral: Fosfato bicalcico (50%), sal comum (42,1%), flor de enxofre (3,3%), 6xido de magnésio (1,6%),
sulfato de zinco (0,85%), sulfato de cobre (0,7%), 6xido de manganés (0,2%), sulfato de cobalto (0,05%), iodato de potassio (0,05%),
selenito de sédio (0,009%).

3.2 Coletas e preparo das amostras

No primeiro dia de cada periodo experimental, foi realizada a pesagem dos
animais afim de ajustar a quantidade de suplemento fornecido por meio do PC de cada
animal. Para eliminar possiveis efeitos de piquetes e tratamentos, os animais foram
rotacionados entre eles (piquetes e tratamentos) de forma a permitir que os animais
passassem por todos os piquetes e por todos os tratamentos sem que houvesse
repeticao entre si.

No terceiro dia de cada periodo experimental foi realizada coleta de pasto para
quantificacdo da disponibilidade total de matéria seca e de matéria seca
potencialmente digestivel (MSpd), através do corte rente ao solo de quatro areas
delimitadas por um quadrado metalico de 0,5 x 0,5 m, selecionada de forma aleatéria
em cada piquete experimental.

Foi realizada a simulacéo de pastejo em cada piquete durante o 14° e 18° dia
de cada periodo experimental para avaliagdo qualitativa do pasto, estimacao do
consumo e dos coeficientes de digestibilidade. As amostras foram pesadas e levadas
a estufa com circulacao forcada de ar (55 °C) e moida em moinho de facas em
peneiras de 1 e 2 mm.

Para estimar a excrecdao da matéria seca fecal, foi realizado o fornecimento
de dioxido de titanio aos animais na quantidade diaria de 15 g, entre o oitavo e décimo
sétimo dia de cada periodo experimental. Os animais foram conduzidos ao tronco de
contengdo onde receberam o indicador que foi acondicionado em cartuchos de papel
e introduzido via abertura da canula ruminal as 12h a partir do 8° dia de cada periodo
experimental por 10 dias consecutivos. Para estimar o consumo de MS de pasto foi
utilizada a FDNi como indicador interno (Detmann et al., 2001).

A coleta de fezes foi realizada com amostragens a cada quatro horas (8h00,
12h00; 16h00; 20h00; 24h00 e 4h00) entre o 15° a 17° dia de cada periodo
experimental.

A coleta total de urina foi realizada entre o 152 aos 17° dias de cada periodo
experimental, com amostragem a cada 4h nos seguintes horarios: 04:00h-08:00h,
08:00h-12:00h, 12:00h- 16:00h, 16:00h-20:00h, 20:00h-0:00h e 24:00h-04:00h. No
182 dia experimental foi realizada a coleta spot de urina, nos mesmos horarios ja
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descritos para coletas de fezes.

Para a coleta total de urina foi utilizada sonda de Folley n® 26 com duas vias
contendo um baldo de 50 mL. Em uma das vias da sonda foi acoplada uma mangueira
de polietileno que serviu para conduzir a urina, por meio de um sistema fechado, até
em uma bolsa coletora de polietileno com capacidade maxima de dois litros, no qual
foi fixada pelo auxilio de cordas na regido ventral, acima do peito do animal. Para
esvaziamento da bolsa, os animais foram conduzidos ao tronco de contencdo nos
horarios estipulados. A introdugédo da sonda nos animais foi feita no 15° dia de cada
periodo a partir das 5 horas da manha, passando a contabilizar o intervalo de 4h entre
uma coleta e outra somente a partir das 8 horas da manha.

No momento da amostragem da coleta de urina total, mediu-se o volume e
efetuou a retirada de duas aliquotas: uma de 40 mL e outra de 8 mL que foi diluida em
32 mL de H2S04 a 0,036 N para evitar precipitacdo do acido urico. Ambas as
amostras tiveram o pH corrigido para valor menor que 3, com adi¢ao de &cido sulfurico,

para impedir o desenvolvimento de microrganismos, sendo, logo em seguida,

armazenadas a -20°C até o momento de realizar as andlises. A amostra de urina
sem diluicao foi utilizada para quantificacao do nitrogénio total, e a amostra diluida
para quantificagdo das concentragdes de creatinina (C); ureia (U); alantoina (AL) e
acido urico (AU).

As amostras fecais foram identificadas por animal, dia e hora, pesadas e secas
em estufa com circulacao forgcada de ar (55 °C), sendo posteriormente moidas a 2 mm
e a 1 mm para elaboragcdo de uma amostra composta por animal em cada periodo
experimental. Para realizagdo das amostras compostas, foi pesado 3 gramas de cada
amostra identificada para excecucgao das analises, onde as compostas moidas a 2 mm
serviram para avaliagdo da FNDi e as de 1 mm para quantificacdo da matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), materia mineral (MM), extrato etéreo (EE), fibora em
detergente neutro (FDN) seguindo as recomendacdes descritas posteriormente.

A coleta de sangue foi realizada no ultimo dia de cada periodo experimental,
nos mesmos horarios da coleta spot de urina, por puncao da veia jugular, usando
tubos com gel separador. Depois de coletadas, estas amostras foram centrifugadas a
3000 x g durante 15 minutos para retirada do soro sanguineo para serem depositados
em recipientes identificados e armanezados a -20°C para posterior
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andlise dos indicies séricos de ureia.

Para estimativa da concentracdo de amdnia ruminal foi coletado uma aliquota
de 40 mL de liquido ruminal nos mesmos horarios ja descritos para coleta de urina
spot e fezes, diretamente via fistulas ruminais, no qual foi adicionando 1 mL de acido

sulfarico 1:1, armazenadas a -5°C para posteriores analises.

3.3 Analises laboratoriais

Nas amostras de forragem, fezes e suplemento, foram quantificados os teores
de MS (método INCT-CA G-003/1), MM (método INCT-CA M-001/2), PB (método
INCT-CA N-001/2), EE (método INCT-CA G-005/2), fibra insoluvel em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp, método INCT-CA F- 002/2) e
nitrogenio nao proteico (NNP, método INCT-CA N-002/2). O teor de FDNi (método
INCT- CA F-009/2), foi obtido pela incubacao de amostras em sacos F57 (Ankom®) in
situ por 288 horas como descrito por Valente et al. (2011) para forragens tropicais. A
concentragdo de diéxido de titanio nas fezes foi estimada por colorimetria (Titanio,
INCT-CA M-007/2), com base na razdo entre o fornecido e sua concentragdo na
amostra fecal.

As quantificagcbes de creatinina, acido urico (AU) e ureia (U) na urina, foram,
respectivamente, por métodos cinético colorimétrico, enzimatico colorimétrico e por
cinético de tempo fixo, utilizando-se o equipamento automatico para bioquimica,
marca Mindray, modelo: BS200E, no Laboratério de Fisiologia e Reproducao Animal
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. As concentragcdes
de ureia sérica foram realizadas pelo mesmo equipamente mencionado, a analise de
alantoina (AL) foi realizada pelo método colorimétrico descrito por Chen e Gomes
(1992), no Laboratoério de Nutricdo Animal (LABNUR) do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Vigosa, a quantificacado do nitrogénio urinario (NU) seguiu
mesma técnica descrita para PB e a concentragdo de N amoniacal no ramen (NAR)
foi estimada por colorimetria (método INCT-CA N- 006/1).

3.4 Calculos

A MSpd foi estimada conforme Paulino et al. (2008): Mspd = 0,98 x (100 — FDN)
+ (FDN — FDNi).
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A excrecao de MS fecal foi estimada baseada na relagdo entre a quantidade de
indicador fornecido e sua concentracao no material fecal MS fecal excretada (kg/dia)
= dioxido de titanio fornecido (g) / concentracao do indicador nas fezes (g/kg) x 100.

A quantificagcdo dos carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi realizada de acordo
com Detmann e Valadares Filho (2010): CNF = 100 — [(%PB — %PB da ureia + % de
ureia) + % FDNcp + %EE + %MM].

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

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

A ingestdao de MS da forragem foi obtida pela equacao: MS total = FDNi fecal
(g/d) — FDNi do suplemento (ing/d) / FDNi do pasto (g/g) x 100 utilizando para base de
calculo a amostra de pasto obtida via simulagéo de pastejo manual.

Nas amostras de urina, foi obtido valores por meio da presenca de creatinina,
NU, NUreia e DP analisa, sendo calculado a excrecao de componente presente na
urina por meio de multiplicando-se do volume urinario de cada periodo de coleta pelas
respectivas concentragdes de creatinina, NU, NUreia e DP, expressas em mmol por
meio do valor da massa molar de cada constituinte.

A concentracdo de N ureico (NUreia) foi obtida a partir da concentracéo de ureia
multiplicada por 0,467 que representa a porcentagem de N na ureia.

As relagbes dos DP, AL e AU, NU e NUreia com a creatinina foram calculadas
(AL:creatinina, AU:creatinina, NU:creatinina, NUreia:creatinina, respectivamente) por
periodo de quatro horas e nas amostras spot de urina.

De acordo com Barbosa et al. (2011), foi possivel calcular as purinas absorvidas
(PA) (Y, mmol/dia) a partir da excrecado de derivados de purinas (X, mmol/dia), por
intermédio da equacéo: PA = (DP - 0,301 x PC®7%) /0,80 em que: 0,80 é a recuperagao
das purinas absorvidas como derivados de purinas e 0,301xPC0,75, a contribuigao
enddgena para a excrecao das purinas

A sintese de CN microbianos no rumen (Nmic, g/dia) foi calculada em funcao
das PA (mmol/dia), de acordo com Barbosa et al. (2011): Nmic = 70 x PA/0,93 x 0,137
x 1000 em que: 70 é o contetdo de N de purinas (mg N/mol); 0,137, a relacdo N
purinas:N total nas bactérias; e 0,93, a digestibilidade verdadeira das purinas
microbianas.
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3.5 Procedimento estatistico

O experimento foi realizado em delineamento de quadrado latino 5x5 com
efeito fixo para tratamento (niveis de ureia) e efeitos aleatdrios para animal e periodos
experimentais. Os resultados estatisticos contaram com a utilizagao do programa SAS
University Edition utilizando o procedimento MIXED, adotando 5% para o controle do
erro tipo .

O procedimento MIXED com teste de contrastes ortogonais foi utilizado para
gerar os dados referente aos consumos e digestibilidades. Para o caso dos efeitos
cubicos e de quarto grau nao serem significativos, os mesmos nao serdo apresentados
na composicao das tabelas. Para as amostras de urina correspondente ao intervalo
de 4 horas, os dados foram avaliados em esquema de medidas repetidas no tempo,
utilizando-se estrutura de (co)variancia do tipo simetria composta (Kaps e Lamberson,
2004) contando com o critério de informacdo de Akaike com correcdo e graus de
liberdade estimados de acordo com o método Kenward-Roger. Quando necessario,
as médias foram comparadas usando diferengca minima significativa de Fischer.

Para determinacdo da comparacgao entre as amostras provenientes de coleta
total de urina, contando com amostragem a cada quatro horas, e de amostras spotde
urina, foi utilizado o procedimento MIXED (para os modelos lineares) do SAS
University Edition. Com esse procedimento foi possivel determinar a inclinagéo, que
indica o coeficiente de regressao de uma reta, e o intercepto, indicador do local onde
a reta regressora cruza um eixo. Essa inclinacao e o intercepto definidos pela relacao
linear entre essas duas variaveis (coleta total x coleta spot de urina), permitiu a
observagéo para quando apresentar diferencga significativa entre as duas formas de
coleta de urina estudadas.

A escolha da melhor forma de coleta spot de urina foi realizada utilizando a
raiz quadrada do quadrado médio do erro da predicao (QMEP) e a particao do
quadrado médio do erro de predicdo em vicio médio, vicio sistematico e erro aleatério.
Os calculos realizados para a estatistica da avaliagdo da comparagao entre as formas
de coleta estudadas foram realizados utilizando-se 0 MES - Model Evaluation System
(http.//nutritionmodels.tamu.edu/mes.htm, College Station, TX, USA; Tedeschi, 2006).
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4. Resultados

As médias de consumo para os nutrientes representados em kg/d e g/kgPC
encontram-se na Tabela 2, e ndo tiveram efeito linear ou quadratico, sendo n&o
significativo (P>0,05) para os niveis de 0, 1, 2, 3 e % de ureia de cada tratamento da
suplementacao ofertada para bovinos de corte mantidos a pasto durante o periodo
seco do ano. representado em cada tratamento.

Tabela 2. Médias, probabilidade (Valor P) e erro padrédo da média (EPM) dos efeitos
de tratamento sobre as varidveis de ingestdo dos nutrientes para bovinos de corte
recebendo suplementacdo com diferentes niveis de ureia durante a época seca do
ano

Item Trate EPM Valor P
URO UR1 UR3 UR4 Linear Quadratico
Ingestao kg/d
MS 53 5,73 5,18 536 4,96 0,357 0,318 0,554
MSp 3,82 4,18 361 3,78 3,38 0,350 0,265 0,554
MSs 154 155 156 158 1,58 - - -
PB 0,64 063 061 062 0,59 0,035 0,363 0,881
FDNcp 2,72 3,14 2,78 280 2,48 0,232 0,274 0,231
MOdig 2,68 259 234 25 250 0,199 0,557 0,483
NDT 272 266 244 270 266 0,204 0,912 0,496
Ingestéao g/kgPC
MS 125 135 11,8 123 11,3 0,813 0,159 0,596
MSp 8,95 9,85 822 864 7,69 0,805 0,158 0,594
FDNcp 6,39 740 6,32 639 565 0,514 0,161 0,256

Matéria seca (MS), MS do pasto (MSp), MS do suplemento (MSs), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e
proteina (FDNcp), FDNcp digerida (FDNcpdig), matéria organica digerida (MOdig), nutrientes digestiveis totais (NDT). Tratamentos: suplemento
com 25% PB com diferentes niveis de ureia (UR): 0% (URO), 1% (UR1), 2% (UR2), 3% (UR3) e 4% (UR4).

A suplementagéo influenciou a concentragédo de NAR e de NUS em horarios
especificos (P<0,05) no periodo de 24 horas (Tabela 3). Ao longo desse periodo de
24 horas, os niveis de ureia proporcionou um pico de NAR quatro horas apés a
suplementacao (16 horas), influenciando no pico de NUS para os horéarios de 16 e 20h
em cada tratramento.

Maiores concentragbes de NAR foram observadas nos tratamentos que
possuem 3 e 4% (UR3 e UR4) de ureia as 16h seguido pelo tratamento UR2, UR1 e
URO (P=0,029), sendo que o URO n&o diferiu estatisticamente do UR1. Para as
concentragdes de NUS, os tratamentos UR3 e UR4 foram maiores que UR2, UR1 e
URO as 16h (P=0,017) e as 20h (P=0,024) (Tabela 3).
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Tabela 3. Médias e probabilidades (Valor P) do efeito de tratamento sobre o pool de
nitrogénio amoniacal no riumen (NAR) e nitrogénio uréico no soro (NUS) em funcao

da hora de coleta.

Tratamento
HORA URO UR1 UR2 UR3 UR4 Valor P!
NAR (mg/100 mL)
12 8,05b 9,61b 8,01b 8,90b 8,23b 0,622
16 12,3aC 13,8aBC 16,5aB 19,7aA 18,2aA 0,029
20 8,51b 8,08b 7,74b 9,01b 9,49b 0,741
0 7,82b 6,95b 6,69c 7,46b 8,00b 0,703
4 7,78b 8,43b 6,65¢c 8,04b 7,20b 0,786
8 8,75b 8,88b 9,64b 9,60b 8,23b 0,976
Valor P2 0,018 0,005 <0,001 <0,001 <0,001 EPM =1,185
NUS (mg/100 mL)
12 11,2b 10,6¢ 9,85¢ 11,1bc 10,3c 0,954
16 12,9aB 14,4aAB 13,9aB 15,7aAB 16,2aA 0,017
20 12,4abB 13,1bB 13,3aB 15,1aAB 15,5aA 0,024
0 11,8b 11,8bc 11,5b 12,6b 11,6b 0,427
4 11,5b 11,8bc 10,8b 12,0bc 12,1b 0,886
8 11,4b 10,7¢ 10,4b 10,9¢ 11,7b 0,764
Valor P2 0,027 0,045 0,004 <0,001 <0,001 EPM=1,172

*Médias na mesma coluna seguidas por letras minusculas diferentes, diferem entre si (P<0,05). Médias na mesma linha seguida por letras

mailsculas diferentes, sdo diferentes entre si (P<0,05). 1Efeito de tratamento dentro da hora de coleta; 2Efei'[o da hora de coleta dentro de
tratamento). Tratamentos: suplemento com 25% PB com diferentes niveis de ureia (UR): 0% (URO), 1% (UR1), 2% (UR2), 3% (UR3) e 4%(UR4).

A ingestdo de nitrogénio (N), bem como o N excretado nas fezes e urina,

NUreia, relacdo NUreia:NU, N retido, excre¢des de derivados de purinas (AL e AU) e

nitrogénio microbiano nao foram influenciados pelos niveis de ureia no suplemento

(P>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Médias, erro padrao da média (EPM) e probabilidade (Valor P) do efeito de
tratamentos sobre as varidveis de balango de nitrogénio, Nitrogénio ingerido (NI),
excrecao de nitrogénio fecal (NFe), N urinario (NU), nitrogénio ureia na urina (NUreia),
taxas NUreia:NU, N retido (NR), excrecées de alantoina (AL), acido urico (AU) e
derivados de purinas (DP), e sintese de nitrogénio microbiano (NM)

Tratamentos* EPM Valor P .
ltem URO UR1 UR2 UR3 UR4 Linear Quadratico
NI (g/d) 101 106 97 99 94 124 0,352 0,870
NFe (g/d) 36,1 37,1 352 35,7 346 24 0,352 0,870
NU (g/d) 43,5 46,0 46,8 439 452 17,0 0,959 0,842
NU (mmol/d) 3110 3287 3348 3136 3233 1215 0,959 0,842
UreaN (g/d) 186 202 23,1 19,9 19,0 36 0,945 0,093
UreaN (mmol/d) 1333 1448 1650 1422 1359 262 0,945 0,093
UreaN:NU 042 044 049 045 042 0,2 0,666 0,888
NR (g/d) 21,9 232 149 199 142 21 0,564 0,984
AL (mmol/d) 72,1 745 75,7 766 788 35 0,176 0,954

6,15 0,208 0,791
AU (mmol/d) 78,2 60 70 66 701 03 0,147 0,938
DP (mmol/d) 80,5 82,7 832 85,8 4,481
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Nmic (g/d) 38,7 396 419 425 41,4 5,766 0,654 0,788

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes, sao diferentes entre si (P<0,05). Tratamentos: suplemento com 25% PB com
diferentes niveis de ureia (UR): 0% (URO), 1% (UR1), 2% (UR2), 3% (UR3) e 4% (UR4).

O volume urinério nao foi influenciado pelos tratamentos, dias de coleta e nem
periodo de coleta (P > 0,05) ou suas interagdes (P > 0,05; Tabela 5), com excre¢éo
média de 1,13 litros a cada 4 horas. A excregéao de creatinina em mg/kg PC (Tabela
5) nao foi afetada pelos tratamentos, dias de coleta, periodo de coleta, ou suas
interag6es (P > 0,05). O conteudo de creatinina a cada 4 horas se deu em média de
3,82 mg/kg e a excregao de creatinina diaria foi de 22,94 + 0,22 mg/kg/PC.



Tabela 5. Volume urinario e excrecgao de creatinina (Cre) em fungéo do periodo de coleta (PC), por 4 horas, e probabilidade
(Valor P) e desvio padrdao da média (sxy) para os efeitos dos dias de coleta (DC), PC, tratamentos (Tra) e suas interacdes em
bovinos de corte mantidos a pasto

Periodo de Coleta

0h00-4h00 4h00-8h00 8h00-12h00 12h00-16h00 16h00-20h00  20h00-24h00
Volume urinario (L) 1,04 1,04 1,13 1,27 1,11 1,22
Cre (mg/kg PC) 3,74 3,64 3,68 3,73 3,90 4,25
Valor P (efeitos)
Tra DC PC DC x Tra Trax PC DC x PC Trax DC x PC SXy
Volume urinario (L) 0,518 0,713 0,101 0,421 0,940 0,905 0,988 0,329
Cre (mg/kg PC) 0,223 0,086 0,153 0,698 0,947 0,698 0,766 0,738
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A excregéao de creatinina em mmol (Tabela 6), ndo foi afetada (P > 0,05) pelos
tratamentos, dias de coleta e periodo de coleta, ou suas interagdes, apresentando
uma concentragdo média de 14,7 mmol a cada 4 horas. Da mesma forma, as
excregoes de AL, AU e DP, em mmol, bem como as relagdes entre AL, AU e DP com
a creatinina, também nao foram influenciados pelos tratamentos, dias de coleta,
periodo de coleta ou suas interagdes (P > 0,05).

Na Tabela 7, as excrecdes de NU e NUreia foram influenciadas pelos periodos
de coleta (P<0,001), no entanto, ndo foram afetadas pelos niveis de ureia
(tratamentos), dias de coleta e suas interacbes (P>0,05). A excrecao de NU foi
superior para os periodos de coleta de 16h00-20h00, 20h00-24h00 e 24h00-4h00 que
os demais horarios avaliados, ja a excrecao de NUreia foi superior para os periodos
de coleta de 16h00-20h00 e 20h00-24h00, intermediaria para os horarios 0h00-4h0,
4h00-8h00 e 12h00-16h00 e inferior para o horario de 8h00-12h00. As relagdes
NU:creatinina e NUreia:creatinina na urina ndo foram influenciadas pelos tratamentos,
dias da coleta, periodo de coleta e suas interagdes (P > 0,05).

Os resultados obtidos para excrecao de creatinina provenientes da coleta total
de urina a cada 4 horas durante trés dias em seis horarios, ndo diferiram (P>0,05) da
excrecao de creatinina com amostras spot, obtidas em momentos pontuais (Tabela 8).
As relagbes entre Al:creatinina, AU:creatinina e NU:creatinina n&o apresentaram
variacao entre a avaliacdo comparativa da coleta total de urina com a coleta spot
(P>0,05), porém, a relagdo NUreia:creatinina apresentou variagdo (P<0,05) em sua
excrecao no horario de 4 horas (P<0,001).

Nao havendo diferenca entre a comparagao da coleta total de urina com a
coleta spot, foi possivel realizar a combinagdao da média entre duas amostras dos dois
métodos mencionados com amostragem a cada 4 horas, o qual péde obter entre os
horarios das 8h e das 16 horas uma menor variagdo no quadrado médio dos erros de
predicao (QMPE) para as variaveis NUrea:Cre (9,00) e NU:Cre (28,6) (Tabela 9).
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Tabela 6. Excrecao de creatinina (Cre), alantoina (AL), acido urico (AU) e derivados de purinas (DP), em mmol, e as relacées AL:Cre,
AU:Cre e PD:Cre em fungéo do periodo de coleta (PC), por 4 horas, e seus valores de probabilidade (Valor P) e desvio padréo da
média (sxy) sobre efeitos dos dias coleta (DC), PC e tratamentos (Tra)

Periodo de coleta

0h00-4h00 4h00-8h00  8h00-12h00 12h00-16h00 16h00-20h00 20h00-24h00
Cre (mmol) 14,5 14,1 14,2 14,3 15,1 16,4
AL (mmol) 12,7 12,0 12,6 12,4 12,0 14,0
AU (mmol) 1,25 1,13 1,02 0,99 1,07 1,11
PD (mmol) 13,9 13,1 13,6 13,5 13,1 15,2
AL:Cre 0,87 0,86 0,91 0,88 0,81 0,87
AU:Cre 0,08 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08
PD:Cre 0,95 0,94 0,98 0,96 0,88 0,94
Valor P
Tra DC PC DC x Tra Tra x PC DC x PC Trax DC x PC SXy

Cre (mmol) 0,195 0,104 0,091 0,759 0,955 0,725 0,765 2,864
AL (mmol) 0,924 0,086 0,323 0,118 0,812 0,467 0,849 3,633
AU (mmol) 0,678 0,094 0,097 0,239 0,990 0,693 0,637 0,305
PD (mmol) 0,910 0,127 0,289 0,115 0,832 0,473 0,832 3,854
AL:Cre 0,566 0,427 0,674 0,608 0,938 0,459 0,997 0,246
AU:Cre 0,557 0,228 0,592 0,184 0,991 0,534 0,994 0,019

PD:Cre 0,556 0,365 0,708 0,567 0,942 0,468 0,997 0,259




Tabela 7. Nitrogénio urinario (NU), excre¢ao de nitrogénio ureia na urina (NUreia), em mmol, e as relagdes com a creatinina
(Cre), NU:Cre e UreiaN:Cre, em funcao dos periodos de coleta (PC), por 4 horas, e seus valores de probabilidade (Valor
P) e desvio padrao da média (sxy) para os efeitos de dia de coleta (DC), PC e tratamentos (Tra) e suas interacdes

Periodo de coleta

16h00-  20h00- Valor P
0h00-4h00 4h00-8h00 8h00-12h00 12h00-16h00  20h00 24h00
NU 858a 806b 819b 811b 892a 929a <0,001
NUreia 476b 451b 434c 451b 505a 539a <0,001
NU:Cre 60,0 58,9 58,7 57,8 61,4 57,8 0,871
NUreia:Cre 32,6 32,7 30,8 31,8 34,2 33,4 0,367
Valor P (efeitos)
Tra DC PC DCxTra TraxPD DCxPC TraxDCxPC sxy

NU 0,670 0,498 0,015 0,223 0,948 0,941 0,636 139
NUreia 0,394 0,138 <0,001 0,240 0,437 0,432 0,343 85,5
NU:Cre 0,403 0,280 0,871 0,733 0,918 0,917 0,856 11,9
NUreia:Cre 0,827 0,235 0,367 0,977 0,867 0,917 0,870 6,13

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes, sdo diferentes entre si (P<0,05). Tratamentos: suplemento com 25% PB com diferentes niveis de ureia (UR): 0% (URO), 1% (UR1), 2% (UR2), 3%
(UR3) e 4% (UR4).
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Tabela 8. Intercepto, inclinagao, desvio padréo (sxy) e Valor P da correlagao entre as
amostras de urina obtidas por coleta total de urina (CT) e a coleta spot de urina

Variavel CT Intercepto  Valor P Inclinagéo Valor P Sxy
Cre 12 0,274 0,718 1,138 0,083 3,972
16 0,353 0,592 1,181 0,093 3,631
20 0,396 0,132 0,542 0,921 4,447
0 0,231 0,198 1,386 0,482 5,039
4 1,299 0,964 1,266 0,082 3,380
8 1,197 0,181 1,385 0,449 4,132
AL:Cre 12 0,375 0,158 1,387 0,677 0,624
16 0,437 0,235 0,619 0,193 0,261
20 1,245 0,225 1,470 0,535 0,419
0 0,821 0,082 1,934 0,167 0,398
4 0,426 0,435 0,582 0,328 0,421
8 0,115 0,172 1,118 0,885 0,578
AU:Cre 12 0,011 0,597 0,685 0,092 0,020
16 0,011 0,576 1,027 0,110 0,020
20 0,013 0,728 0,787 0,130 0,029
0 0,015 0,400 1,141 0,100 0,017
4 0,054 0,458 0,152 0,511 0,008
8 0,024 0,368 0,567 0,092 0,017
NU:Cre 12 0,274 0,628 0,605 0,499 29,274
16 0,361 0,375 0,541 0,381 19,762
20 1,211 0,074 0,703 0,406 26,436
0 0,943 0,836 1,048 0,183 25,479
4 0,286 0,424 0,620 0,259 16,750
8 1,104 0,099 0,756 0,395 27,916
NUreia:Cre 12 0,225 0,106 0,181 0,583 6,847
16 0,315 0,170 0,076 0,746 4,623
20 0,386 0,124 0,112 0,667 5,276
0 0,264 0,253 0,164 0,462 4,352
4 0,332 0,001 0,403 0,142 3,012

8 0,249 0,153 0,115 0,520 3,517

Creatinina (Cre) e as suas relagdes com alantoina (AL:Cre), &cido Urico (AU:Cre), nitrogénio urinario (NU:Cre) e nitrogénio ureia na urina (NUrea:Cre).




Tabela 9. Médias ajustadas para as relagées de nitrogénio urinario (NU) e nitrogénio ureia na urina (NUreia) com a
creatinina (Cre), NU:Cre e NUreia:Cre, em mmol, e o intercepto, coeficiente de regressao (slope), desvio padrao
(sxy), Valor P, quadrado médio de predicao de erros (QMPE), e a percentual absoluta e de decomposi¢cao das
correlacdes entre as amostras de urina obtidas por coleta total a cada 4 horas e a média de duas amostras spot de

urina
Variavel CT Média Intercepto Valor P Inclinagdo ValorP Sxy  QMPE De,\jl’gmp OSIS?/O perc%”é“a'
NUreia:Cre 812 28,63 0248 0190 0113 0555 3,881 8941 3911 900 51,88
8116 31,40 0287 0077 0081 0615 3230 6094 699 398 89,02
12/16 31,63 0313 0080 0000 0981 3768 6536 448 468 90,83
NU:Cre 812 6433 0746 0,094 0173 0765 19,417 21,088 540 3325 60,287
816 6730 0775 0,01 0172 0779 19358 20526 685 4360 4954
12/16 6643 0,381 0,266 0476 0350 17,394 25522 593 4832 4573

*CT: Periodo de coleta.
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5. Discussao

A matéria seca potencialmente digestivel (MSpd) referente aos cinco periodos
experimentais contou com uma quantidade de 1294,98 kg/ha, possibilitando uma
disponibilidade média de 46,6 gMSpd/kg de PC/dia e encontra-se dentro da
recomendacgao de Paulino et al. (2004) de 40 a 50g/kg do PC de oferta de MSpd de
pasto para um desempenho satisfatorio.

O consumo de NDT néo foi influenciado pelos os tratamentos. No entanto, a
forragem provavelmente tenha proporcionado um fornecimento de nutrientes
digestiveis mesmo nos niveis mais baixos de NNP ofertado, pois foi obtido valores
semelhantes aos niveis mais elevados de ureia na suplementacao. Situagao similar
foi encontrada por Sales et al. (2008), onde o consumo de NDT nao foi influenciado
pelo nivel de concentrado das dietas, ao trabalhar com suplementacao multipla com
diferentes niveis de energia na fase de terminac¢ao de bovinos mantidos a pasto.

Com o aumento do fornecimento de ureia no suplemento, ndo se verificou
aumento no consumo de forragem, apesar de ter sido verificado aumento na
concentragao de amaénia ruminal, principalmente nos niveis mais elevados de ureia no
suplemento. Possivelmente, a qualidade do pasto (tabela 1) associada a quantidade
de suplemento ofertando nao foi suficiente para promover aumento no consumo dos
animais devido, podendo ter ocorrido uma baixa assimilacdo da aménia (NH3) ruminal
para o desenvolvimento dos microrganismos celuloliticos que fazem uso prioritario da
amodnia para seu crescimento e posteior degradagdo do alimento ingerido pelos
animais (Russell et al., 1992)

A concentracao de NAR para o horario de 16 horas alcancou resultados
semelhantes aos recomendados por Detmann et al. (2009), para regides tropicais, no
qual relataram sobre a maximizacao do aproveitamento da fibra pelos microrganismos
e aumento da ingestao de forragens tropicais, a concentracdo de amdnia ruminal deve
estar em torno de 15 mg/dL. A presenca de maiores concentragcbes de NAR foi
observada a partir da suplementacao contendo 2% de ureia em virtude da maior
ingestdao de compostos nitrogenados na forma de ureia, que permitiu aumento da
disponibilidade de nitrogénio ruminal (Santos e Pedroso, 2011).

Os teores de nitrogénio ureico no soro tém sido utilizados para obtencao de

informacdes sobre o perfil da nutrigdo proteica de ruminantes, envolvendo suas
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respostas metabdlicas a determinadas dietas (Chizzotti et al., 2006). Valores entre
13,52 e 15,15 mg/dL, de NUS demonstram haver uma melhor eficiéncia na utilizagao
da proteina (Valadares et al., 1997). No presente estudo, os tratamentos UR1, UR2,
URS3 e UR4 tiverem valores semelhantes as concentragdes citadas, influenciadas pela
presenga da ureia. Assim, devido a ingestdo de CN na forma de ureia permite um
aumento da disponibilidade de N ruminal e uma maior sintese de amonia promovendo
aumento na concentracao sérica de ureia (Santos e Pedroso, 2011).

Além disso, as concentracdes de NAR e NUS corroboraram com a afirmativa
de Russell et al. (1992) quando relataram que a maior producdo de NH3 e sua
consequente absor¢cdo ruminal causa aumento das concentragbes de nitrogénio
ureico sérico, podendo afetar a excreg&o urinaria de nitrogénio. Isto € decorrente da
maior presenca de amébnia que excede a capacidade de assimilagdo pelos
microrganismos, que por sua vez é absorvida pela parede ruminal (Nolan, 1993),
levada pela corrente sanguinea ao figado onde ocorre formacao de ureia (Harmeyer
e Martens, 1980) podendo ser reciclada ao rimen por meio da saliva ou epitélio
ruminal, ou resultar na maior perda de nitrogénio pela urina (Russell et al., 1992)

O NR foi positivo em todos niveis apresentados, indicando que houve
retencao de proteina no organismo animal, proporcionando condicbes para que nao
ocorresse perda de peso dos animais experimentais (Pereira et al., 2007).

A producao de nitrogénio microbiano, ndo foi afetada pelos tratamentos,
apresentado em média 40,82 g/dia de Nmic. Situacdo semelhante a este foi
encontrado por Silva Junior et al. (2018), onde a producdo de Nmic nao apresentou
efeito significativo entre os tratamentos com resultado em média de 45,35 g/dia.

A excrecao diaria creatinina por dia de 22,94 mg/kgPC, foi similar aquela
encontrada por Silva Junior et al. (2021) que observaram valores em torno de 23,01
+ 0,19 mg/kgPC ao trabalharem com novilhas a pasto em condi¢cdes similares as
realizadas nesse experimento. Assim como o presente trabalho, os referidos autores
nao encontraram efeito para tratamento, periodo de coleta e dia, sugerindo a
constancia da excregcado de creatinina. Salienta-se que a mesma pode ser utilizada
como indicador da estimativa do volume urinario em bovinos em pastejo. A falta de
efeito obtido para o tratamento e dias de coleta estd de acordo com Valadares et al.
(1997), que relataram que a concentragéo de creatinina ndo é afetada em fungéo da
dieta consumida pelo animal, e que em confinamento, ndo encontraram diferengas

nas excregdes de creatinina obtidas durante 12, 24, 48 ou 72 horas de coleta. Ja
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para a falta de efeito do periodo de coleta, colabora com os resultados encontrados
por Chizzotti et al. (2008), em que a excre¢ao de creatinina estimada nos horérios de
coletade 6, 9, 12, 15, 18 ou 21 h foi constante.

A falta de efeito para os dias e periodos de coleta ndo chegou a influenciar
nas relagdes AL:creatinina, AU:creatinina e DP:creatinina, logo, a ausencia de efeito
estdo de acordo com a literatura, uma vez que os resultados encontrado por Silva
Junior et al. (2018), utilizando o mesmo intervalo de tempo do presente estudo, ndo
influenciou as relagdes descrita. Esse mesmo resultado foi encontrado novamente no
trabalho de Silva Junior et al. (2021). Desta forma, devido a auséncia de efeito de dias
de coleta e periodos de coleta sobre as relacbes, pode-se afirmar que uma unica
coleta de urina obtida em um periodo de 4 horas, estima adequadamente a excrecéao
dos DP na urina e consequentemente a sintese de proteina microbiana.

Entretanto, houve efeito de periodo de coleta para as excrecées de NU e
NUreia. A mesma oscilacdo desses compostos nitrogenados na urina foi observada
por Pereira (2009) e Silva Junior et al. (2021), o que torna inviavel a obtencao de
apenas uma amostra de urina em um unico tempo de coleta de 4 horas, uma vez que
a excrecao desses compostos, esta diretamente relacionada aos teores de ureia e/ou
de proteina bruta das dietas (Moraes, 2003; Valadares et al., 1997).

N&o houve efeito da comparacao dos dois métodos de coleta de urina
realizada para as determinag¢des da excrecao de creatinina, DP e CN. Isto indica que
a amostra spot de urina consegue estimar de forma satisfatéria o volume urinério, as
excrecoes de DP e de CN. Resultados nesse sentido foram encontrados por Chen et
al. (1995), em estudo com ovinos submetidos a diferentes frequéncias de alimentagéo
e por Silva et al. (2001) ao trabalharem com vacas lactantes com o objetivo de estimar
a producao de proteina microbiana por meio da coleta de urina total e spot. Ambos
nao verificaram diferengcas no periodo de coleta e nem nos tratamentos entre as
concentragdes das relagbes de creatinina e DP. Além desses estudos, outros autores,
tais como Valadares et al. (1999), Oliveira et al. (2001) Rennd et al. (2008), Pereira
(2009) e Silva Junior et al. (2021) utilizaram a coleta pontual de urina em seus
trabalhos e chegaram a conclusdo de que uma Unica amostra de coleta spot em
qualquer hora do dia poderia estimar a excregao diaria de DP na urina.

No entanto, como houve variacdo na excre¢do de compostos nitrogenados
(NU e NUreia) na urina ao longo do dia, ndo permite que uma Unica amostra de
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urina em um periodo de 4 horas seja realizada para estimar a excrecao de
compostos nitrogenados. Mais atencao deve ser dada a uma Unica coleta pontual de
urina quando a intengao é estudar a excre¢cdao de compostos nitrogenados urinarios.
Assim, a obtencdo de duas amostras na forma de spot de urina seria mais
apropriada.

As amostras obtidas as 8 e 16 horas apresentaram menor variacdo no QMPE
para as relacées NUreia:creatinina e NU:creatinina em relagdo a coleta total de 4
horas, o que demonstra resultados mais precisos quando as amostras de urina spot
sao realizadas nesses horarios, o que corrobora com os resultados encontrados por
Silva Junior et al. (2021).

Conclusoes

A excrecao de creatinina é constante em um periodo de 24 horas podendo ser
utilizada para estimar o volume urinario em bovinos em pastejo. Uma unica coleta de
spot de urina realizada em um periodo de 24h pode ser utilizada para estimar a
excrecdo dos derivados de purinas. No entanto, para estimar a excrecdo dos
compostos nitrogenados, recomenda-se a utilizagcdo de duas amostras de urina com

coleta spot, as 8 e 16 horas.
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