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RESUMO

SOARES, Virginia Patricia dos Santos. Indicadores metabdlico—nutricionais em
ovinos alimentados com extrato alcaloidico de algaroba. Itapetinga, BA: UESB,
2021. 46 p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia, Area de Concentracio em Producéo
de Ruminantes).*

Objetivou-se avaliar os efeitos de extrato enriquecido de alcaloides piperidinicos de
algaroba (APA) em dietas com niveis de proteina bruta (11%; 12,66%; 14,32%);
15,98%) para ovinos Dorper x Santa Inés sobre o comportamento ingestivo,
concentracdes plasmaticas de creatinina, ureia, nitrogénio ureico e derivados de purinas
em diferentes tempos de coletas (4, 8, 12, 16, 20 e 24 h), depuracdo e excregdes de
creatinina, ureia, nitrogénio ureico e derivados de purinas. Comparar trés métodos de
coleta de urina, utilizando coleta spot de 4 em 4 h no periodo de 24 h e 4 h apds a
alimentacdo da manhd com a coleta total em ovinos alimentos com feno de capim
Tifton 85 e concentrado a base de farelo de soja e milho grdo moido, com a relagédo
volumoso:concentrado de 40:60. Foram utilizados 40 ovinos, sendo 20 machos néo
castrados e 20 fémeas com idade aproximada de 120 dias e peso corporal médio inicial
de 20 £ 2 kg. Os ovinos foram mantidos em baias individuais de 1,5 x 1,0 m, providas
de cocho e bebedouros. Foram utilizadas 5 dietas experimentais, sendo dieta com
15,98% de PB sem APA (controle) e dietas com 11%; 12,66%, 14,32%, 15,98% de PB
com adicdo de APA (17 mg.kg™ de MS). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado. O periodo experimental foi de 87 dias, divididos em 3 periodos de coletas a
cada 29 dias. Os niveis de PB associados com APA e quando comparados com a dieta
controle ndo influenciaram (P>0,05) o consumo de MS e FDNcp, tempos de
alimentacdo, ruminacdo e Ocio, mastigacbes mericicas, taxa de alimentacdo e
ruminacdo. O volume urinario, excrecdo de creatinina, derivados de purinas e indice
DPC (razéo da concentracdo de derivados de purinas / concentracdo de creatinina na
urina multiplicado pelo peso metabdlico) ndo diferiram (P>0,05) entre as dietas. Porém,
para excrecdo de ureia e nitrogénio ureico houve um aumento linear (P<0,05) com 0s
niveis de PB. A depuracdo de creatinina e ureia ndo foi influenciada (P<0,05) pelos
niveis de PB associados com APA nas dietas. As concentracdes plasmaticas de ureia e
nitrogénio ureico variaram com os niveis de PB (P<0,05). Para as concentracdes
plasmaticas e excrecdes urinarias de creatinina, ureia, nitrogénio ureico e derivados de
purinas totais em funcdo do tempo de coleta de urina houve diferenca significativa. As
concentracdes plasmaticas de creatinina e derivados de purinas ndo foram influenciadas
(P>0,05) pelos niveis de PB e APA nas dietas. Para as concentracGes plasmaticas e
excrecdes urinarias ndo houve efeito da interacdo tempo x dieta. O volume urinario
estimado e as excrecOes de ureia e nitrogénio ureicoestimadas nas amostras de urina
spot coletadas em intervalos de 4 h diferiram entre dietas e pelo tempo de coleta. O
volume urinario estimado a partir das amostras de urina spot coletadas 4 h apos a
alimentacéo diferiu (P<0,05) do volume observado, no entanto o volume urindrio médio
estimado a partir dos 6 pontos de tempo de coleta spot ndo diferiu (P>0,05) da coleta
total de urina 24 h. Porém, a excre¢do de ureia, nitrogénio ureico, derivados de purinas e



iX
indice DPC da coleta de urina 4h apds a alimentacdo da manha foram semelhantes
(P>0,05) a coleta total de urina 24 h. Portanto, conclui-se que a coleta de urina 4 h apos

a alimentacdo pode ser usada para estimar as excre¢des urinarias. O nivel de 11% de PB
associado com APA ndo compromete o status proteico e reduz a excregéo de ureia.

Palavras-chave: aditivo, coleta de urina total, coleta urina spot, comportamento
ingestivo, plasma

*QOrientadora: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dra. UESB e Coorientador: Heryma Giovane de Oliveira
Silva, Dr. UESB



ABSTRACT

SOARES, Virginia Patricia dos Santos. Metabolic-nutritional indicators in sheep fed
with alkaloid extract of mesquite. Itapetinga, BA: UESB, 2021. 46 p. Master Thesis.
(Master in Animal Science, Area of Concentration in Ruminant Production). *

This study aimed to evaluate the effects of enriched extract of mesquite piperidine
alkaloids (MPA) in diets with crude protein levels (11%; 12.66%; 14.32%; 15.98%) for
Dorper x Santa Inés sheep on ingestive behavior, plasma concentrations of creatinine,
urea, urea nitrogen and purine derivatives at different collection times (4, 8, 12, 16, 20
and 24 h), clearance and excretion of creatinine, urea, urea nitrogen and derivatives of
purines. Compare three urine collection methods, using spot collection every 4-hours on
the period of 24-h and 4-h after the morning feeding with the total collection in sheep
fed Tifton 85 hay grassand concentrate based on soybean meal and milled grain corn,
with the roughage feed:concentrate 40:60 ratio. It was used forty sheep, 20 un-neutered
males and 20 females with an approximate age of 120 days and initial mean body
weight of 20 + 2 kg. The sheep were kept in individual 1.5 x 1.0 m pens, provided with
troughs and water dispensers. Five experimental diets were used, being a diet with
15.98% CP without MPA (control) and diets with 11%; 12.66%, 14.32%, 15.98% of CP
with addition of MPA (17 mg.kg™ of DM). The experimental design was completely
randomized. The experimental period lasted for 87 days, divided into 3 collect periods
every 29 days. The levels of CP associated with MPA and when compared with the
control diet did not influence (P> 0.05) the consumption of DM and NDFap; feeding,
rumination and idleness; ruminating chews; feed rate and rumination. The urine volume,
excretion of creatinine, purine derivatives and DPC index (concentration of purine
derivatives / concentration of creatinine multiplied by the metabolic weight) there was
no difference (P> 0.05) among diets. However, for urea and urea nitrogen excretion
there was a linear increase (P <0.05) with CP levels. Creatinine clearance was no
influenced (P <0.05) by the levels of CP associated with MPA in diets. Plasma
concentrations of urea and urea nitrogen varied with CP levels (P <0.05). For plasma
concentrations and urinary excretions, there was no effect of the time x diet interaction.
The estimated urine volume and the excretion of urea and urea nitrogen estimated in the
spot urine samples collected at 4 h intervals differed between diets and by the time of
collection. The urine volume estimated from the spot urine samples collected 4 h after
feeding differed (P <0.05) from the observed volume, however the average urine
volume estimated from the 6 spot collection times did not differ (P> 0.05) of the total
24-hour urine collection. However, the excretion of urea, urea nitrogen, purine
derivatives and DPC index of urine collection 4 h after feeding were similar (P> 0.05)
to total urine collection 24 h. Therefore, it is concluded that urine collection 4 h after
feeding can be used to estimate urinary excretions. The 11% CP level associated with
MPA does not compromise protein status and reduces the excretion of urea.

Keywords: additive, ingestive behavior, plasma, spot urine collection, total urine
collection

*Adviser: Mara Lucia Albuquerque Pereira, Dra. UESB and CoAdviser: Heryma Giovane de Oliveira
Silva, Dr. UESB.



| - REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introducéo

Visando melhorar a produtividade animal, é importante a utilizacdo de técnicas
adequadas de manipulacdo de alimentos, como a utilizacdo de alimentos concentrados e
sistemas intensivos de exploragdo, como confinamento ou semiconfinamento (Costa et
al., 2015). No entanto, dietas com alto teor de concentrado provocam alteragdes na
microbiota ruminal podendo causar distdrbios metabolicos.

Com intuito de reduzir os distdrbios metabdlicos causados por dietas com altos
niveis de concentrado, utilizam-se os ionoforos, que sdo compostos organicos que
alteram a seletividade de transporte de ions através da membrana celular, afetando
principalmente as bactérias gram positivas e favorecendo as gram negativas (Azzazet
al., 2015). Além disso, melhora a eficiéncia da fermentacdo ruminal, aumenta a
proporcdo de producdo de propionato, diminui a de acido acético, butirico e lactico,
diminui a producdo de metano e diminui a protedlise e a desaminacdo das proteinas
fazendo com que mais proteina dietética chegue ao intestino delgado para ser absorvida
(Rangel et al., 2008).

O ionoforo mais utilizado na alimentacdo de ruminantes é a monensina sodica,
porém o seu uso foi proibido desde 2006 pela Unido Europeia (Stella et al., 2016). Com
isso, busca se novos aditivos alternativos que desempenham papel semelhante aos
aditivos comerciais. Assim, os alcaloides piperidinicos de algaroba extraidos de vagens
de algaroba vém sendo utilizados como um aditivo alimentar que proporciona reducgéo
da producdo de gases totais, metano e a razdo acetato / propionato; aumento da
eficiéncia microbiana e reducdo da proteina dietética (Santos, 2017; Brito et al., 2020;
Pereira et al., 2017; Sousa, 2019).

No entanto, para a determinacdo da eficiéncia da sintese de Pmic e a reducdo da
proteina dietética, é necessario quantificar a excrecdo dos metabolitos urinarios através
da amostragem de urina total 24 h. Essa técnica é utilizada, pois, é considerada a mais

precisa para a avaliacdo da excrecdo de metabolitos urinarios. Entretanto, a coleta de



urina total 24 h é trabalhosa, demorada e necessita de gaiolas metabdlicas para coletar a
urina total (Lee et al., 2019).

Como alternativa, a coleta de urina total 24 h seria a amostragem pontual de
urina através da excrecdo de creatinina urindria usada como marcador do volume
urinario para estimar as excrec¢Oes urindrias (Chizzotti et al., 2008). Porém, devido as
variagdes diurnas da concentracdo de creatinina urinaria (George et al., 2006; Lee et al.,
2019), séo utilizadas varias amostragens pontuais de urina com o intuito de minimizar
os erros causados pelas alteracdes diurnas na concentracdo de creatinina urinaria (Lee et
al, 2019). Desta forma, ndo foi otimizada a técnica da amostragem pontual de urina,
pois varios estudos utilizam de um a oito amostragens no periodo de 24 h (Colmenero &
Broderick, 2006; Lee et al., 2012; Tebbe & Weiss, 2018).

Portanto, diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito do extrato enriquecido
de alcaloides piperidinicos de algaroba como aditivo alimentar associado a niveis de
proteina bruta na dieta sobre o comportamento ingestivo, excrecdo de metabolitos

urinarios e validacdo dos metodos de coleta de urina.
1.2 Metabolismo de proteina

O consumo de alimentos é um dos fatores mais importantes que determina a
produtividade dos ruminantes (Zenite e Janior, 2006). Sendo o consumo voluntario de
alimento determinado pela combinacdo do potencial do animal por demanda de energia
e capacidade fisica do trato digestério. O fornecimento adequado de energia e proteina é
necessario para o aumento da produtividade animal, visto que sdo 0s nutrientes mais
importantes para o metabolismo animal (Moraes et al., 2011).

As proteinas sdo macromoléculas presentes nas células com funcbes diversas,
como componentes estruturais, funcBes enzimaticas, funcdes hormonais, recepcao de
estimulos hormonais e armazenamento de informacdes genéticas e sdo classificadas
com bases em diferentes critérios: solubilidade, estrutura tridimensional, funcdo,
propriedades fisicas e formato geral (Berchielliet al., 2006).

As exigéncias nutricionais da proteina dos animais sdo influenciadas por
diversos fatores como raca, sexo, peso corporal, ganho de peso diario, variacdo
ambiental, disponibilidade de forragem e efeitos da producédo microbiana (NRC, 1996).

Cordeiros Morkaraman (30-40 kg) em terminacdo teve melhor ganho de peso
corporal diario e digestibilidade dos nutrientes quando alimentados com 16% de PB da

dieta total (Kaya et al., 2009). Em cordeiros Santa Inés alimentados com o teor de PB de



14% da dieta total obtiveram ganho médio diério de 228 g (Rocha et al., 2004). Os
cordeiros Pelibuey x Katahdin em crescimento e terminagcdo alimentados com dietas
com alto nivel de energia, a dieta com 170g PB/ kg de MS nos primeiros 28 dias de
crescimento e apos atingirem 30 kg de peso vivo, a dieta fornecida foi de 140 g PB / kg
MS proporcionou melhora no desempenho e crescimento dos cordeiros (Estrada-Angulo
et al 2018). Ovinos Santa Inés em fase de crescimento alimentados com 16% PB esse
nivel foi adequado para o seu crescimento e desenvolvimento (Fernandes et al., 2005).

A proteina dietética presente nos alimentos fornecidos para ruminantes é
dividida em proteina degradavel no rimen (PDR) e proteina ndo degradavel no rimen
(PNDR), sendo que a PDR é composta de nitrogénio ndo proteico (NNP) e nitrogénio
proteico (NP). A proteina verdadeira que sdo os NP ¢é degradada em peptideos e AA e
eventualmente sdo desaminados liberando aménia utilizada para a sintese de proteina
microbiana e multiplicacdo celular.

Segundo Das et al. (2014), existem trés principios da nutricdo proteica em
ruminantes. O primeiro é o atendimento dos requisitos necessarios da PDR para a
utilizacdo dos microrganismos do ramen. O segundo € o atendimento dos requisitos de
PM do animal para a manutencdo, crescimento, saude e reproducdo com a ingestéo
minima de PNDR e, por altimo, o atendimento dos requisitos de PM e AA de um
animal para a sua producdo com o minimo de PB da dieta.

A eficiéncia da utilizacdo de nitrogénio pelos ruminantes depende da complexa
interacdo entre energia e fatores presentes no trato gastrointestinal (TGI) e tecidos. No
TGI ocorre a sintese de proteina microbiana e nos tecidos, a deposicdo de proteina
depende da eficiéncia de utilizacdo dos aminoacidos absorvidos no intestino e da sintese
corporal. Havendo excesso de proteina e/ou deficiéncia de energia aumentara excrecao
de amdnia na forma de ureia na urina (Valente et al., 2016).

A Pmic é normalmente a principal fonte de PM para os ruminantes, sendo que
corresponde cerca de 45% a 55% da PM no intestino de vacas leiteiras de alta producéo,
55% a 65% em bovinos de corte confinado com dietas ricas em energia e mais 65% em
bovinos exclusivamente a pasto (Berchielli et al., 2006). Sendo que o aumento da Pmic
aumenta o suprimento de proteina com um perfil de AA balanceado para o intestino
delgado e a reducdo da concentracdo do N-amdnia no ramen, com isso pode-se diminuir
o fornecimento da proteina dietética para os animais reduzindo os custos de produgdo
(Calsamiglia et al., 2010).



Bowen et al. (2016) avaliaram a eficiéncia da Pmic em novilhos alimentados
com feno de grama tropical de baixa qualidade e concluiram que a eficiéncia da Pmic
sera otimizada quando a PDR fornecida em um nivel de 293 g/kg IMOD (ingestdo da
matéria organica digestivel). Assim, o aumento da eficiéncia da Pmic em bovinos que
consomem forragens tropicais esta relacionado com a ingestdo da PDR.

Lu et al. (2019) realizaram um estudo com cabras alimentadas com niveis de
energia diferentes (dieta rica em carboidratos ndo fibrosos, com proteinas ou basal).
Eles concluiram que o aumento do nivel de energia da dieta aumenta a Pmic, porém o
aumento do nivel da proteina ndo teve impacto sob a Pmic. 1sso acontece porque 0s
microrganismos ruminais necessitam de energia para a sintese de Pmic.

Diferentes fontes de proteina vegetal exercem respostas diferentes no
desempenho e crescimento de cordeiros, provavelmente devido as diferencas nas
técnicas de processamentos utilizadas, presenca de fatores antinutricionais e
composicdo de micronutrientes. Além disso, os aditivos também podem melhorar a
utilizacdo de fontes de proteina através da fermentacdo ruminal (Khalid et al., 2012).

Os ionoforos tém efeitos significativos no metabolismo de nitrogénio no rdmen,
como é possivel observar no trabalho de Wang et al (2015) que estudaram a acéo da
monensina sobre o metabolismo proteico de novilhos e concluiram que houve um
aumento nas concentracGes de N peptideo e aminoacidos apds a alimentacdo e uma
diminuicdo nas concentragdes de NHz que proporcionaram uma inibigdo na
desaminacdo de aminoacidos aumentando o escape ruminal de proteina dietética e
melhorando a eficiéncia do uso do N no rumen. Além disso, houve uma reducédo das
atividades da peptidase ruminal ocasionando uma reducdo na degradacdo dos peptideos
ruminais em aminodcidos.

Brito et al (2020) estudaram niveis de PB associados com APA, no qual
concluiram que o APA permite uma reducdo do nivel de proteina bruta de 16% para
13%, através de modificacGes da microbiota ruminal proporcionando uma maior
eficiéncia da sintese microbiana aumentando o fluxo de proteina microbiana no
intestino. No entanto, os aminoacidos proteicos digestiveis da dieta foram utilizados de
forma mais eficiente para a deposicdo nos tecidos. Ribas (2019) observou que o APA
proporcionou um aumento na retencdo do N dietético, através da inibicdo das bactérias
gram-positivas reduzindo a desaminacdo no ramen e fazendo com que houvesse um

maior suprimento de proteina microbiana metabolizavel.



1.3 Utilizacao do extrato enriquecido de alcaloides piperidinicos de algaroba

Prosopis juliflora, conhecida popularmente por algaroba, é um arbusto perene
pertencente & familia Leguminosae e subfamilia Mimosoideae, de crescimento répido e
resistente a seca, nativa de regides aridas e semiaridas das Américas, Africa e Asia
(Chaturverdi & Sahho, 2013). Foi introduzida no nordeste do Brasil na década de 40,
com o objetivo de reflorestamento e como fonte de alimento para os animais, devido a
sua rusticidade e alta producgéo dos frutos proporcionando um alimento com alto valor
nutricional, principalmente para a criagdo de caprinos e bovinos na época seca onde se
tem escassez de alimentos (Silva et al., 2001; Silva et al 2003).

Varios tipos de atividade bioldgica foram relatados para esta planta, como anti-
helmintico (Lima et al., 2017), inseticida (Dhivya et al., 2017), acaricida (Lima et al,
2020) e antibacteriana (Odhiambo et al., 2015; Santos et al., 2013; Singh et al., 2011;
Thakur et al;. 2014). Esses efeitos foram atribuidos aos alcaloides presentes nesta
espécie.

Singh & Verma (2012) encontram 12 alcaloides presentes nas vagens de
algaroba, no entanto, apenas trés (prosopina, prosopinina e julifloridina) estavam
presente em altas concentragdes, sendo a julifloridina o principal alcaloide encontrado.
Os demais alcaloides (juliprosopina, juliprosina, prosofloro, juliprosinina,
oxojuliprosina, oxojuliprosopina, prosopinolina, projulina eprosafrinina) encontrados
tinham abundancia inferior a 10% nas vagens de algaroba. Tabosa et al. (2000) também
identificaram alcaloides de nucleo piperidinico (juliprosineno; julifloricina; juliflorinina
e isojuliprosina) e Santos et al. (2013), identificaram a prosoflorina nas vagens de
algaroba.

Os alcaloides séo produtos do metabolismo secundario das plantas (Silva et al,
2018). Alcaloides piperidinicos sdo considerados estruturas complexas derivadas da L-
lisina e, no caso de alcaloides de P. juliflora, apresentam em sua maioria uma
configuracdo semelhante a um anel indolizidina (ndcleo também derivado da L-lisina) e
duas cadeias alifaticas que culminaram em um anel piperidina e cada anel tem
substituicdes 2-metil-3-hidroxi (Daetwyler et al. 1981). Os alcaloides da algaroba
podem ser usados como aditivos devido as suas estruturas complexas, semelhante a
monensina sodica que tem seletividade no crescimento de cepas microbianas no rdmen
(Pereira et al., 2017).



A monensina sodica é capaz de formar complexos lipofilicos com cétions
monovalentes que atravessam facilmente as membranas celulares e apresenta alta
afinidade para o Na* resultando no influxo desse ion com o efluxo de H* e K*, levando,
por sua vez, a um aumento secundario do Ca?* intracelular (Donoho, 1984; Mollenhauer
et al., 1990). No entanto, 0 mecanismo de acdo de alcaloides piperidinicos de algaroba
(APA) tem acdo nas bactérias gram-positivas por meio da sua alta citotoxicidade gerada
pelo bloqueio dos canais de calcio na membrana celular, principalmente devido as
caracteristicas anfotéricas desses alcaloides, o0 que permite uma interacdo mais eficiente
com a membrana celular e inibir seus canais (Choudary et al., 2005).

A monensina sodica € um iondéforo que modifica a populacdo microbiana
ruminal e resulta na alteracdo da proporcéo de AGV no rimen, aumentando a producéao
de acido propidnico e reducdo de butirico e acético (Duffield et al., 2008); redugéo na
ingestdo de matéria seca em novilhos (Tomkins et al., 2015); reducédo da producdo de
metano (Junior et al., 2017); aumento da producéo de leite (Jesus et al., 2016).

Contudo, o uso de antibioticos na alimentacdo como promotores de crescimento
parece promover resisténcia bacteriana (Chattopadhyay, 2014). A Unido Européia em
2006 e a Food and Drug Administration (FDA, 2012), EUA, recomendam o0 uso de
antibioticos apenas para a prevencdo, controle e tratamento de infecgdes em animais,
mas ndo como promotores de crescimento, aumento do desempenho e aumento da
eficiéncia alimentar. Com isso, surgem alternativas naturais e seguras como 0S
alcaloides piperidinicos de algaroba (APA).

O APA promove simultaneamente um maior sequestro de carbono e menor
producéo de COze CHs e reducédo na razdo acetato/ propionato. Desta forma, melhorar a
eficiéncia e conversdo alimentar garantindo mais glicose aos ruminantes durante fases
criticas do seu metabolismo e com isso diminuir a quantidade de aminoacidos
degradados para a producdo de glicose (Pereira et al., 2016; Santos et al., 2013).

O APA proporciona aos cordeiros aumento de peso corporal final em animais
em confinamento, aumento da eficiéncia de sintese microbiana, aumentar a retencdo de
nitrogénio dietético em dietas isonitrogenadas, mitigar o metano e permite a reducéo de
proteina bruta (Brito, 2020; Ribas, 2019; Santos, 2017; Sousa, 2018). E em caprinos
promove aumento do consumo de energia digestivel e metabolizavel e aumento do

ganho de peso corporal (Oliveira, 2018).



1.4 Creatinina e derivados de purinas no plasma e urina para a estimacdo da

sintese de proteina microbiana no ramen

Normalmente, os alimentos fornecidos para 0s ruminantes tém baixo teor de
purinas, que na maioria das vezes sofre extensa degradagdo no rimen como resultado da
fermentacdo microbiana. Porém, os 4cidos nucleicos presentes no rumen sao
essencialmente de origem microbiana (Yu et al.,, 2002). As purinas absorvidas sao
degradadas em hipoxantina, xantina, acido Urico e alantoina, e sdo excretados na urina
(Chen et al., 1990).

Os derivados de purinas (DP) excretados na urina se originam da renovagdo dos
acidos nucleicos dos tecidos. A maioria dos nucleosideos purinicos e bases livres
liberados da degradacdo dos acidos nucleicos € recuperada para a ressintese de novos
nucleotideos. A xantina oxidase transforma a hipoxantina em xantina e acido drico, que
podem ser oxidados pela presenca da uricase para formar alantoina (Chen et al., 1990).

Existe uma diferenca na distribuicdo da xantina oxidase nos tecidos para
diferentes espécies. Os bovinos tém alta atividade da xantina oxidase na maioria dos
tecidos, incluindo o sangue, porém, 0s ovinos tém baixa atividade da xantina oxidase na
maioria dos tecidos e ausentes no sangue, fazendo com que as purinas exdgenas
permanecam disponiveis para 0 “salvamento” no intestino e no figado (Chen & Gomes
1992).

A excrecdo dos DP ¢ influenciada pela ingestdo de proteina, ingestdo de matéria
seca, ingestdo de energia, peso corporal, aditivos alimentares e espécies (Yu et al.,
2002). Pereira et al. (2018) avaliaram a restricdo alimentar de 600g/kg MS em cordeiros
e observou a reducdo na excrecdo de alantoina, &cido Urico e derivados de purinas.
Zhouet al. (2017), em pesquisa com ovelhas castradas alimentadas com niveis de
nitrogénio (11,0; 16,7; 23,1; 29,2 g/kg MS), concluiram que os derivados de purinas
(mmol/dia) aumentaram linearmente com o aumento do nitrogénio dietético, exceto
para &cido Urico.

A excrecdo dos DP é utilizada para estimar as proteinas microbianas nos
ruminantes, por meio de coletas de urina ou plasma. Para que a técnica dos DP seja
realizada com animais a pasto, é necessario o uso de coletas pontuais de urina, plasma
ou leite, em vez da coleta de urina em 24 h (Chen et al., 2004). E possivel utilizar o DP

médio para a relagdo de creatinina em diversas amostras pontuais de urina. A creatinina



é utilizada como marcador de volume urinario na relagdo derivados de purinas:
creatinina (DP:C) (Harinder et al., 2004).

Chen et al. (1995) realizaram coletas de urinas de hora em hora em ovelhas e
concluiram que a propor¢do de DP:C em amostras pontuais de urina foi altamente
correlacionada com a excrecdo de DP, juntamente com a relativa estabilidade diurna da
proporcao, indicando que essa propor¢do pode ser usada como alternativa a excrecéo
diéria de DP para estimar a producéao da proteina microbiana.

Liu e MCMenimam (2006) avaliaram mudancas diurnas da proporcéo de DP:C e
observou que o coeficiente de variacdo reduziu entre 3,4 e 2,7%, quando as amostras
pontuais foram retiradas no intervalo de 12 h em comparacdo com uma Unica amostra
de urina em relacdo a média diaria. Portanto, com o intuito de obter estimativas mais
precisas da proteina microbiana sdo necessarias pelo menos duas coletas de urina
pontual no intervalo de 12 h.

Ma et al. (2014) avaliaram a excre¢do de DP e o indice DPC em amostras de
urinas coletadas entre os periodos de 8:00 as 9:30 h, 14:00 as 15:30 h e 20:00 as 21:00 h
em cordeiros e observou uma correlagéo linear entre a excrecdo diaria de DP e o indice
DPC para cada periodo. Desta forma, concluiram que o indice DPC na urina spot é
eficaz na previsdo da excrecao diaria de DP.

Barbosa et al. (2006) realizaram um estudo com bovinos e concluiram que a
coleta de urina spot pode substituir a coleta de 24 h, para estima a producéo de proteina
microbiana. Chizzotti et al. (2006) compararam as metodologias de urina spot 4 h apds
a alimentacdo e urina total 24 h em novilhas e concluiram que a coleta spot pode ser
utilizada para estimar a excre¢do diaria de DP e de ureia na urina, independentemente
do peso vivo.

Santos et al. (2018) realizaram a coleta de urina pontual 3 h apos a alimentacéo e
observou uma alternativa satisfatdria para substituir a coleta total de urina 24 h e
estimar a excre¢do de DP em pequenos ruminantes. No entanto, para estimar a excre¢éo
de N é necessario coletar duas e trés amostras pontuais de urina apds a alimentacao,
respectivamente para ovinos e caprinos.

As amostras pontuais de urina sdo utilizadas como uma alternativa viavel a
amostragem de urina 24 h para animais em pastagem (Valadares et al., 1999). Porém, é
necessario um intervalo entre a alimentagdo e a coleta de amostra pontual de urina em
cordeiros. Pois, a coleta de urina deve ser feita quando a concentracdo de DP atinge um

platd na urina spot (Ma et al., 2014).



Pereira (2015) afirmou que existem dois fatores que podem provocar a variagdo
na excre¢do dos metabolitos urinarios na coleta de urina spot, o primeiro a quantidade
de urina produzida, que depende do consumo de agua, porém nos célculos de excre¢do
urinaria essa alteracdo é corrigida. E o segundo é a alteracdo na taxa de filtracdo
glomerular (TFG), que ndo necessariamente traduz pela variacdo do volume urinario.
Caso a dieta promova diminuicdo da TFG, podera ocorrer reducdo da concentragdo dos
metabolitos na urina, inclusive de creatinina.

A depuracdo de creatinina € uma medida da TFG, que pode ser usada para
avaliar se a fungéo renal foi alterada pela dieta. Para que a depuracéo de creatinina seja
uma medida da funcdo renal é necessario considerar 0s seguintes aspectos. A
concentracdo de creatinina no filtrado glomerular é igual a concentracdo no plasma. A
agua é reabsorvida nos tubulos, porém, a creatinina permanece e torna-se mais
concentrada. A concentracdo plasmatica de creatinina representa a sua concentragao no
filtrado (Reece, 2017). Se houver reducdo da TFG, a concentracdo plasmatica de
creatinina aumenta, indicando uma relacdo mutua entre a TFG e a concentragdo de
creatinina sérica (Lohsiriwat, 2013).

A creatinina ¢ um subproduto nitrogenado do metabolismo muscular. A
principal reacdo que produz a creatinina € a perda espontanea do acido fosférico do
fosfato de creatina no muasculo. A quantidade produzida depende da massa muscular no
corpo e é muito consistente de um dia para outro (Reece, 2017).

Estudo com ovinos avaliando o efeito da alimentacdo com diferentes forragens
(tropicais e temperadas) e suplementacdo de concentrado sobre a excre¢do de creatinina,
mostrou que os alimentos fornecidos ndo afetaram a excrecdo de creatinina, sugerindo
um anico valor para estimar o volume urinario (Devid et al., 2015; Purnami e Prima
2018). Pereira et al. (2018) avaliaram o efeito da reducdo da dieta e do sexo e
identificaram que a excrecdo de creatinina manteve constante independentemente do
sexo e do nivel de restricdo alimentar.

Kozloski et al. (2005) realizaram a coleta de urina de duas em duas horas em um
periodo de 24 h e urina total em ovinos e identificaram que a excrecdo de creatinina é
usada como indicador do volume urinério. O volume urinério estimado de cabritos e
novilhos da amostra pontual de 4 h apds alimentacdo encontrou-se 0 volume urinario
semelhante ao observado de 24 h (Renné et al., 2000; Santos et al., 2017). Porém, é
necessaria pelo menos a coleta de urina total de um animal de cada grupo experimental

para obtencdo da excrecdo média deste metabolito por unidade de peso corporal.
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Il - OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de extrato enriquecido de alcaloides piperidinicos de algaroba

em dietas com niveis de proteina bruta para ovinos Dorper x Santa Inés.
2.1 Objetivos especificos

Avaliar o comportamento ingestivo.

Avaliar as concentra¢des plasmaticas de creatinina, ureia e derivados de purinas
e suas respectivas excrecoes urinarias.

Avaliar a depuracdo de creatinina e ureia.

Validar os métodos de coleta de urina spot 4 h apds alimentacdo da manha e a

coleta de urina spot em intervalos de 4 h.
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111 - MATERIAL E METODOS

3.1 Materia-prima vegetal

As vagens maduras de Prosopis juliflora foram obtidas no municipio de Manoel
Vitorino/BA, em agosto de 2018. Apés a colheita foram selecionadas apenas vagens
sem alteracOes no pericarpo. Em seguida, as vagens foram picadas para facilitar a perda
de umidade e foram espalhadas em uma lona para secagem ao sol durante cinco dias.
Posteriormente a secagem, as vagens passaram por processo de moagem, obtendo assim
a farinha integral de vagens de algaroba. O material obtido foi embalado em sacos de
polipropileno e acondicionado em freezer para posterior obtencdo do extrato

piperidinico de algaroba.
3.2 Obtencao do extrato piperidinico de algaroba

A farinha integral de vagens algaroba foi macerada com alcool etilico absoluto
(99,5%) durante um periodo de 72 h. Em seguida, foi feita a percolacdo e o
armazenamento em um recipiente fechado. Ap6s o processo de percolacdo a solucao
obtida foi concentrada a vacuo (-600 mmHg) com temperatura controlada a 40 °C em
evaporador rotatdrio para a obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB).

O EEB foi submetido a particdo com a utilizacdo de solucGes acido-basicas e
solventes organicos para a obtencdo de extratos enriquecidos com alcaloides de acordo
com a metodologia de Ott-Longoni et al. (1980) para isolar alcaloides piperidinicos de
algaroba (Santos et al., 2013; INPI, 2014). No laboratdrio de espectrometria de massas
do Centro Analitico de Instrumentacdo, da Universidade de Sao Paulo, foi identificado

2 alcaloides (juliprosinina e juliprosopina) na vagem de algaroba.
3.3 Local e animais

O experimento foi conduzido no setor de Ensaios Nutricionais com Ovinos e
Caprinos, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, UESB, na cidade de
Itapetinga, BA. Localizada a 15°0907” de latitude sul, 40°15°32” de longitude oeste e
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com altitude média de 268 m. Foram utilizados 40 ovinos, sendo 20 machos ndo
castrados e 20 fémeas, mesticos Dorper x Santa Inés, com idade aproximada de 120 dias
e peso corporal médio inicial de 20 £ 2 kg. No inicio da fase pré-experimental, 0s
animais foram pesados, identificados, tratados com vermifugo, adaptados gradualmente
a razdo volumoso:concentrado (40:60) e ao manejo. Os ovinos foram mantidos em baias
individuais de 1,5 m x 1,0 m, providas de cocho e bebedouro. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. O tempo total do experimento foi de 101
dias, sendo os primeiros 14 dias (periodo pré-experimental) utilizados para adaptacdo
dos animais as instalacbes, ao manejo e ao nivel de concentrado. O periodo
experimental foi de 87, divididos em 3 periodos de coletas, sendo que nos 1° e 2°
periodos as coletas foram realizadas respectivamente no 26° e 52° dias durante 3 dias e
no 3° periodo as coletas ocorreram a partir do 80° dia com duracéo de 7 dias.

3.4 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram isoenergeticas com energia metabolizavel de 3,0
Mcal/kg de matéria seca da dieta. As dietas foram fornecidas diariamente as 7:00 e
16:00 h, ad libitum, na forma de mistura completa (feno + concentrado) permitindo 10%
de sobras. Na tabela 1 consta a quantidade dos ingredientes das dietas e na tabela 2
consta a composicao quimica das dietas experimentais.

As dietas experimentais foram:
Dieta com 11% PB com APA (17 mg.kg™ de matéria seca da dieta);
Dieta com 12,66% PB com APA (17 mg.kg™ de matéria seca da dieta);
Dieta com 14,32% PB com APA (17 mg.kg™ de matéria seca da dieta);
Dieta com 15,98% PB com APA (17 mg.kg™ de matéria seca da dieta);
Dieta com 15,98% PB sem APA (nivel de PB de acordo com o NRC (2007) para

o~ w0 oPE

ganho de peso de 200 g/dia).
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Tabela 1. Composicdo dos ingredientes das dietas experimentais (g.kg*MS)

Niveis de PB com APA

Ingredientes Slegrgg;: t}i)vlé)

11% 12,66% 14,32% 15,98%
Feno de Tifton 85 400,00 400,00 400,00 400,00 400,00
Milho gréo 295,40 419,10 361,60 337,80 295,40
Farelo de soja 259,30 135,20 174,40 217,80 259,30
Sal mineral* 45,20 45,20 45,20 45,20 45,20

1Calcio - 120,00 g; Fosforo - 87,00 g; Sddio - 147,00 g; Enxofre - 18,00 g; Cobre - 590,00 mg; Cobalto -
40,00 mg; Cromo - 20,00 mg; Ferro - 1.800,00 mg; lodo - 80,00 mg; Manganés - 1.300,00 mg; Selénio -
15,00 mg; Zinco - 3,800,00 mg; Molibdénio - 300,00 mg; Fldor (max,) - 870,00 mg; Solubilidade do
Fosforo (P) em Acido Citrico a 2% (min,) - 95,00 %.

Tabela 2. Composicdo quimica das dietas experimentais (g.kg* MS)

Sem aditivo 15,98% Niveis de PB com APA

Item

PB 11% 12,66% 14,32% 15,98%
MSt 914,10 911,58 912,54 913,32 914,10
MO2 867,98 903,14 908,66 907,40 867,98
pB3 159,80 110,00 126,60 143,20 159,80
EE* 63,84 66,60 62,82 62,34 63,84
CNPF® 271,56 33,08 321,00 293,16 271,56
FDNcp® 410,32 393,28 398,86 409,06 410,32
NDT’ 787,80 751,30 782,80 759,70 819,90

1Matéria seca; 2Matéria Organica; 3Proteina bruta; *Extrato etéreo; °Carboidratos ndo fibrosos; °Fibra de
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; “Nutriente digestiveis totais.

3.5 Analise quimica dos alimentos e sobras

No 1° e 2° periodos de coletas, foram colhidas amostras do fornecido, tanto do
volumoso quanto dos concentrados e das sobras os quais foram acondicionados em
sacos plasticos devidamente identificados e armazenados em freezer -20°C, para
posterior analise quimica. Posteriormente, as amostras foram descongelamento e
trituradas em moinho de facas (Wiley) com peneira de 1 mm.

As analises quimicas dos alimentos (fornecido e sobra) foram realizadas no
laboratério de Forragicultura e Pastagens, da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, Campus Juvino Oliveira, Itapetinga, Bahia. Nas amostras, foram determinados os
teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE) (AOAC, 2010). Para as analises de fibra em detergente neutro (FDN), as amostras
foram tratadas com alfa-amilase termoestavel, sem o uso de sulfito de sddio e corrigidas

para cinza residuais (Mertens, 2002). Para a correcdo do FDN para 0s compostos
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nitrogenados e a estimagdo dos conteudos de compostos nitrogenados insollveis em
detergente neutro (NIDN) utilizou-se a metodologia de Licitra et al. (1996). Os
carboidratos nao fibrosos (CNF) foram calculados por meio da equagdo (Weiss, 1999),
utilizando o FDNcp (Detmann et al., 2010), sendo:
CNFcp = (100 - %FDNcp - %PB - %EE - %cinzas)
Os nutrientes digestiveis totais (NDT) foram calculados utilizando a
metodologia de Weiss (1999)pela seguinte equacao:
NDT = PBD + FDNcpD + CNFcpD + 2,25EED
Onde: PBD = proteina bruta digestivel; FDNcpD = fibra em detergente deutro
corrigido para cinzas e proteina digestivel;, CNFcpD = carboidratos ndo fibrosos
corrigidos para cinzas e proteina digestivel; EED = extrato etéreo digestivel.
Os valores de NDT foram convertidos em digestivel (ED), utilizando-se as
equac0es sugeridas pelo NRC (2001):
ED (Mcal/kg) = 0,04409 x NDT
A transformagdo de ED para energia metabolizavel (EM) foi realizada por meio
da equacéo:
EM (Mcal/kg) = 1,01 x ED (Mcal/kg) — 0,45

3.6 Comportamento ingestivo

O comportamento ingestivo foi avaliado no 28° e 54° dias de cada periodo
experimental, os ovinos foram observados durante 24 h, em intervalos de dez minutos,
para a avaliacdo dos tempos de alimentacdo, ruminacdo e 6cio. Durante a observacao
noturna o ambiente foi mantido com iluminacdo artificial. Também foram realizadas
trés observacbes em cada animal em trés periodos diferentes: manha, tarde e noite.
Nestes periodos, foram quantificados o nimero de mastigagdo mericicas por bolo
ruminal e o tempo gasto para a ruminacdo de cada bolo, com um crondmetro digital
manuseado por observadores.

As variaveis comportamentais observadas foram alimentacéo, ruminagdo (min/g
MS e FDNCcp) e 6cio (min/dia). As variaveis calculadas foram eficiéncia de alimentagédo
(gMS e FDN/min), taxa de ruminacdo (gMS e FDNcp/bolo e gMS e FDNcp/min) e
consumo médio de MS e FDNcp por periodo de alimentacdo, sendo considerado o
consumo voluntario de MS e FDN dos dias que foi realizada a avaliacdo do

comportamento ingestivo.
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As variaveis foram obtidas por meio das equacfes descritas por (Burger et al.,
2000):

EALwms= CMS/TAL;

ERUms = CMS/TRU;

ERUrpnep= CFDNCp/TRU;

TMT = TAL+TRU,;

BOL = TRU/MMtb

MMnd = BOLMMnb

EALws: eficiéncia de alimentacdo; CMS (g MS/dia): consumo de matéria seca;
TAL (min/dia): tempo de alimentacdo; ERUws: eficiéncia de ruminagdo; TRU
(min/dia): tempo de ruminacdo; CFDNcp (gFDNcp/dia): consumo de FDN; TMT
(min/dia): tempo mastigacédo total; BOL (n°/dia): nimero de bolos ruminados; MMth
(s/bolo): tempo de mastigaces mericicas por bolo ruminal; MMnd (n°/dia): namero de

mastigacdes mericicas; MMnb (n°/bolo): niUmero de mastigagdes mericicas por bolo.
3.7 Coleta de urina

No 27° e no 53° dia dos respectivos 1° e 2° periodos de coleta, foram realizadas
as amostragens de urina spot, quatro horas apos a alimentacdo da manha. Nos 81°, 83°,
85° e 87° dias do 3° periodo de coleta, foram feitas amostragens de urina spot com
intervalos de quatro horas ao longo de um periodo de 24 h, apds alimentacdo da manhd,
sendo que cada dia foi feita a coleta somente de 10 animais. A urina spot foi coleta por
meio de miccdo espontanea dos animais. Aliquotas de 10 mL das amostras de urina,
obtidas por meio das coletas spot, foram diluidas em 40 mL de H.SO4 a 0,018M,
identificadas e armazenadas a -20°C para posteriores analises. As analises realizadas
foram creatinina, ureia, alantoina e xantina — hipoxantina.

No 79° dia do 3° periodo de coleta, os animais foram transferidos para gaiolas
metabolicas para coleta de urina total. Do 80° ao 86° dias foi realizada a coleta total de
urina 24 h, sendo que para cada animal foi feita a coleta somente em dois dias seguidos.
As coletas totais de urina 24 h foram realizadas utilizando um balde abaixo das gaiolas
metabolicas e adicionando 50 ml da solucgdo de acido sulfurico a 20% v/v no periodo da
manha e da tarde. Ao final de cada periodo de 24 h de coleta, a urina foi pesada,
homogeneizada e retirada uma aliquota de 50 ml. Nos dias que foram realizadas a coleta
de urina spot o volume coletado também foi considerado para a obtengdo do volume

urinario diario. Estas amostras foram constituidas com pH abaixo de trés para evitar a
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destruicdo bacteriana dos metabdlitos presentes na urina e, logo apds, foram
armazenadas em frascos plasticos a -20°C. Foram feitas as andlises de creatinina, ureia,

alantoina, acido Urico e xantina - hipoxantina.
3.8 Coleta de sangue

No 27° e 53° dia dos respectivos 1° e 2° periodos de coleta, foram feitas as
amostragens de sangue 4 h apds a alimentacdo. Nos 81°, 83° 85° e 87° dias do 3°
periodo de coleta, foram coletadas amostras de sangue com intervalos de quatro horas
ao longo de um periodo de 24 h, a partir da alimentacdo da manha, sendo que cada dia
foi feita a coleta somente de 10 animais. A coleta de sangue foi feita por veno puncéo
da veia jugular e foi utilizado tubo de ensaio (Vacutainer®) de 5 mL com EDTA. As
amostras foram imediatamente centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos, obtendo o
plasma sanguineo e em seguida foram realizadas as anélises de creatinina e ureia.
Posteriormente, foram armazenadas a -20°C para posteriores analises de alantoina, acido

drico e xantina — hipoxantina.
3.9 Analises laboratoriais de urina e sangue

As concentracGes de creatinina e ureia na urina e no plasma sanguineo foram
determinadas por kits comerciais (Bioclin®). Os teores urindrios e plasmaticos de
alantoina, acido Urico e xantina - hipoxantina foram determinados por métodos
colorimétricos, conforme especificacdes de Chen & Gomes (1992).

O volume urinério de cada animal foi estimado utilizando amostras de urina
spot. Esse volume foi calculado de duas formas: utilizando a média geral para excregédo
diaria de creatinina ou utilizando a média observada em cada dieta, ambas obtidas pela
metodologia de coleta total de urina 24 h. A excrecao diaria de creatinina (mg/kg PC)
foi dividida pela concentracdo (mg/L) de creatinina na amostra de urina spot.

Os derivados de purinas foram calculados pela soma das quantidades de
alantoina, xantina - hipoxantina e &cido Urico excretadas na urina expressas em
mmol/dia e no plasma sanguineo as concentracdes foram expressas em mmol/L.

Foi calculado o indice de derivados de purina: creatinina (indice DPC). Esse
indice foi calculado utilizando a razdo das excre¢Ges urinarias (mmol/L) de derivados
de purina e creatinina multiplicados pelo peso metabdlico, conforme descrito por Chen
et al. (2004) e demonstrado a seguir: indice DPC = (DP/Creatinina) x PC%".
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A taxa de depuracdo renal para a creatinina e ureia, respectivamente, foi
calculado de acordo com (Spek et al., 2013):
Depuracéo de creatinina (L/min) = Creatininaurina (mmol/d) / Creatininapiasma (mmol/L) /
1440 (min/d);
Depuracéo de ureia (L/min) = Ureiaurina (Mmol/d) / Ureiapiasma (Mmol/L) / 1440 (min/d);
A taxa de reabsorcdo renal foi calculada: 1- (depuracdo de creatinina/ depuracdo de
ureia) (Spek et al. 2013)

3.10 Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada pelo procedimento GLM do programa
computacional estatistico SAS. Realizou-se a comparacdo entre a dieta controle sem
APA (15,98% de PB) e dietas com APA (11; 12,66; 14,32; 15,98% PB) por meio do
teste Dunnett. Na analise das médias das variaveis dependentes em funcéo dos niveis de
proteina bruta da dieta (11; 12,66; 14,32; 15,98%) utilizaram-se contrastes polinomiais
(L e Q). Adotou-se nivel de significancia de 5% de probabilidade. Para as variaveis
dependentes, cujos contrastes polinomiais forma significativos, foi realizada a analise
de regressdo dos efeitos de ordem linear (L) e quadratica (Q) em funcéo dos niveis de
proteina bruta da dieta total.

O modelo matematico utilizado na analise estatistica foi:
Yij=p + ai + &ij

Sendo: Yij é o valor observado para a variavel em estudo referente ao i-ésimo
dieta na j-ésima repeticdo; | € a média de todas as unidades experimentais para a
variavel em estudo; a é o efeito do particular dieta (% de proteina); € é o erro
experimental associado & observacio Yij.

Para avaliacdo das excrecGes urinarias de urina spot e concentracfes
plasmaticas, utilizou o seguinte modelo:

Yijk = g+ di + hj + (d x h)ij + &ijk
Em que: g = média geral da variavel em estudo; t = efeito da dieta; h= efeito dos tempos

de coletas; & ¢ o erro experimental associado a observagio Yijk.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comportamento Ingestivo

O consumo de MS e FDNcp nédo apresentou diferenca (P>0,05) em funcdo dos
niveis de PB e das dietas com e sem APA (Tabela 3), pois segundo Mertens (1996), o
consumo de MS ¢é inversamente relacionado ao teor da fibra da dieta. Dietas com alto
teor de fibra limitam a capacidade ingestiva do animal, em virtude da replecdo do
reticulo-ramen. Assim, os resultados obtidos no presente estudo condizem com
Mertens, pois ndo houve diferenca no teor da fibra das dietas, consequentemente ndo
houve diferenca para o consumo de MS e FDNcp. E também este resultado foi
satisfatorio, visto que a presenca do APA nédo afetou a aceitabilidade da ragédo ja que
ndo houve diferenca no consumo de MS.

Para 0 tempo gasto com alimentacdo, ruminagdo e 6cio (min/dia) ndo houve
diferenca (P>0,05) para as dietas em funcdo dos niveis de PB (Tabela 3). De acordo
com Rutter et al. (2002), o tempo de alimentacdo depende da disponibilidade e
qualidade do alimento ingerido pelo animal. A ruminacdo pode ser considerada um
recurso fisiologico desencadeado com maior frequéncia pela qualidade da forragem para
melhorar o uso da racdo (Filho et al., 2016). Portanto, alimentos concentrados, feno
finamente moido ou peletizados diminuem o tempo de ruminacdo, porém forragem com
alto teor de parede celular aumenta a ruminacdo (Vieira et al., 2011). No presente
trabalho, o feno fornecido para os animais foi moido e todas as dietas apresentavam
mesmo teor de FDNcp, isso explica o fato dos tempos de alimentacdo, ruminacéao e 6cio

serem semelhantes.
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Tabela 3. Consumo de matéria seca (MS), fibra de detergente neutro (FDNcp) e
atividade de alimentagdo, ruminagdo, Ocio e mastigacdo em funcdo dos
niveis de proteina bruta na dieta total aditivadas com alcaloides
piperidinicos de algaroba (APA).

Dieta Valor - P
Sem Niveis de PB com APA
Item Aditivo
1598%  11%  12,66%  14,32%  15,98% L Q
PB EPM
Consumo (g/dia)

MS 986,82 901,53 894,54 924,56 877,72 31,56  0,7401 0,8071
FDNcp 622,44 597,14 573,36 571,38 547,33 21,39  0,7477 0,7721

Alimentacao
Min/g MS 0,28 0,29 0,35 0,25 0,28 0,01 03257 0,8474
IE/IDIrll\/Igp 0,48 0,45 0,53 0,39 0,51 0,03 07941 0,6927

Ruminacao
Min/g MS 0,39 0,46 0,50 0,44 0,47 0,02 03166 0,5350
,'l/'[')r,l/lg 0,68 0,70 0,76 0,70 0,88 0,04 05348 0,8835

cp
Ocio

Min/dia 811,43 801,25 740,63 820,71 807,50 14,93  0,3407 10,6435

Mastigacdo
TMTmin/dia 620,63 638,75 699,38 602,50 632,50 14,93  0,3407 0,6435
Min/g MS 0,67 0,75 0,86 0,69 0,76 0,03  0,2668 0,6414
FM[')%gp 1,08 1,15 1,28 1,12 1,39 0,06  0,7793 0,9739

PB: proteina bruta; APA: alcaloides piperidinicos de algaroba.

Segundo Durmic & Blache (2012), os compostos secundarios em extratos
vegetais adicionados em dietas para ruminantes podem interferir no comportamento
ingestivo, nos processos digestivos e na fermentacdo ruminal, devido a sua atividade
antimicrobiana. As bactérias responsaveis pela a degradacéo da celulose pertencem ao
grupo de bactérias gram-positivas, e desta forma, sua sensibilidade aos aditivos
fitogénicos seria superior em relacdo aos gram-negativos (Silva et al., 2017). E Santos
et al. (2013) demonstraram que os alcaloides existentes na vagem de algaroba exerce
atividade antimicrobiana em bactérias gram-positivas. Desta forma, a acdo das bactérias
gram-positivas na degradacdo da fibra seria reduzida, fazendo com que a taxa de
passagem fosse reduzida e as particulas de fibra ficassem menos tempo no trato
gastrointestinal aumentando a digestibilidade da fibra (Silva et al., 2017). No entanto, o
APA ndo causou essas alteracdes no comportamento ingestivo, visto que ndao houve
diferenca entre as dietas com e sem APA.

Uma reducdo no tempo gasto com ingestdo de alimento e ruminagéo

consequentemente aumentara o tempo gasto em outras atividades (Van Soest, 1994).
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Como foi possivel observar no presente trabalho, cjuos animais passaram menos tempo
alimentando e ruminando e mais tempo em Ocio. O maior tempo despendido na
atividade &cio pelos animais pode ser atribuido pela quantidade de concentrado
oferecido, pois pode estar relacionado a maior facilidade de ingestdo da racdo, visto que
a relagdo volumoso:concentrado das dietas foram semelhantes (Cirne et al., 2014).

As mastigacOes mericicas expressas em n°/bolo; seg/bolos; min/dia; min/g MS;
min/g FDNcp, ndo houve diferenca (P>0,05) em funcdo dos niveis de PB (Tabela 3). O
tempo total de mastigacao é a soma do tempo de alimentacéo e do tempo de ruminacgéo,
assim se os animais consomem alimentos com menor teor fibra, ruminam menos e
consequentemente terd& um menor tempo de mastigacdo (Mendes et al., 2015). As
atividades de mastigacdo sdo influenciadas pelas fontes de fibra do alimento (Brito et
al., 2020), portanto, os resultados semelhantes para o tempo de mastigacdo sao
explicados pela mesma fonte de fibra das dietas.

A taxa de alimentacdo (gMS/min; gFDN/min) e ruminacdo (gMS/min;
gFDN/min; bolos(s); gMS/bolo; gFDNcp/bolo) ndo apresentaram efeito significativo
(P>0,05), em funcdo dos niveis de PB na dieta (Tabela 4). A taxa de alimentacéo e
ruminacgéo da fracdo de FDNp esta relacionado com o nivel de fibra da dieta (Cardoso et
al., 2006), sendo que a taxa de ruminacdo € um mecanismo importante de controle do
uso dos alimentos de baixa digestibilidade. Normalmente, essas variaveis sao
influenciadas pelo consumo de MS e FDN (Perazzo et al., 2017), portanto essa € a

explicacdo para a auséncia de efeito nas taxas de alimentacdo e ruminacéo.

Tabela 4. Taxa de alimentacdo e ruminagdo em fungéo dos niveis de proteina bruta
(PB) na dieta total aditivadas com alcaloides piperidinicos de algaroba

(APA).
Dieta Valor — P
ltem Sem Niveis de PB com APA
Aditivo EPM
ltospp  11%  12,66%  1432%  1598% L Q
Taxa de alimentacéo
gMS/min 4.05 3.84 3,34 454 390 021 04877 08585
ngir?NCp/ 2.49 2,56 213 2.82 245 013 08115 09777
Taxa de ruminagéo
gMS/min 2.00 2.30 1.60 1.84 169 007 02240 0,4966
ngir?NCp/ 1,25 1,53 1,02 0,97 107 005 04584 04424
Bolos (s) 51801 56904 57328 50888 54406 1383 01906 0,6452
gMS/bolo 2.00 1,65 1,60 1,89 170 007 02059 08722
gFDNcp/ 1,31 1,10 1,02 112 108 005 05566 0,2699

bolo
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A eficiéncia de ruminagdo da MS esta relacionada com o peso especifico da
fracdo concentrada e aos teores de FDNcp, pois, o bolo alimentar regurgitado pelo
animal em dietas com maiores proporgdes de concentrado, normalmente possui maior
peso e menor quantidade de FDNcp. Destarte, permite que o animal tenha um menor
nimero de mastigacdo por bolo e consequentemente rumina menor nimero de bolos por
dia. Ao contrério do que acontece em dietas com menor quantidade de concentrado, a
quantidade de bolos por dia e mastigacao por bolo aumenta. A eficiéncia de alimentacao
aumenta a medida que o teor de FDNcp diminuem na dieta, pois com maior proporcao
de concentrado faz com que o animal capta maior quantidade de alimento em menor
tempo (Missio et al., 2010).

4.2 Variaveis urinarias e sanguineas do metabolismo de nitrogénio

Né&o houve diferenca (P>0,05) para o volume urinario na coleta de urina total de
24 h em funcdo dos niveis de proteina em dietas aditivadas com APA (Tabela 5). O
volume urinario € influenciado principalmente pela ingestdo de agua, que € relacionado
a carga mineral ingerida e excretada pelo animal (Selbie et al., 2015). E também esta
relacionado com a ingestdo de N, sendo que 0 excesso de N dietético faz com que o
animal consuma mais agua para diluir o N ureico na urina (Gregorini et al., 2018), isso
indica que os niveis de proteina ingerido pelos animais ndo interferiu no volume
urinario.

A excrecdo diaria de creatinina e a concentracdo de creatinina no plasma néo
foram influenciadas (P>0,05) pelas dietas (Tabela 5) o que esta de acordo com outros
autores (Jardsredt et al., 2017; Moorby 2006). A excrecdo de creatinina € influenciada
pela massa muscular que é relacionada com peso corporal (Silva et al., 2012). Como o
peso corporal dos cordeiros no presente estudo foram semelhantes, entdo a excrecdo de
creatinina ndo diferiu com uma média diaria de 24,41 mgPC™.

N&o houve diferenca para a depuracdo de creatinina (P>0,05), a medida da
depuracdo de creatinina € um método utilizado como indicador da taxa de filtracdo
glomerular (TFG) (Pitts, 1974).

Segundo Spek et al. (2013), um aumento na excrecao de ureia € consequéncia de
um aumento da TFG e uma reducdo da reciclagem de ureia do filtrado glomerular.
Sendo que a ingestdo de N e a agua sao fatores importantes que influenciam a

concentracdo de N na urina (Selbie et al., 2015).
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A urina contém uma variedade de compostos nitrogenados, porém, a ureia € a
forma predominante, responsavel por 52,1% a 93,5% do N total. A ureia é formada
principalmente no figado como meio de desintoxicacdo de NHz presente na circulagdo
porta-hepatica de ruminantes. A amonia é produzida por microrganismos no ramen e
intestino grosso, bem como pelo catabolismo de AAs e outros substratos contendo N no
metabolismo intermediario (Dijkstra et al., 2013).

Houve um efeito linear crescente (P<0,05) para a excrecdo de ureia e N-ureico
(Tabela 5), em funcdo dos niveis de PB, sendo que a dieta que continha 11% PB com
APA teve a menor excrecdo de ureia e N-ureico diferindo da dieta com 15,98% PB sem
APA (P<0,05). Isto pode ser explicado, por meio do metabolismo dos ruminantes em
reciclar a ureia aproveitando mais o N em dietas com baixo teor de PB. Quanto menor a
ingestdo de PB menor sera a excre¢do de ureia, pois de acordo com Hristov et al. (2011)
o nivel de PB da dieta € o principal fator que influencia as excrecfes urinarias de N, e a
reducdo de PB mitiga as emissdes de N ao ambiente. E juntamente com a acdo de APA
sobre os microrganismos ruminais, pois o APA demonstra melhoria no sincronismo da
utilizacdo de proteina e carboidratos no ramen, possivelmente, ocasionado pela reducao
da desaminacdo ruminal, obtendo o maior aporte de aminoacidos no intestino delgado
(Brito et al., 2020; Mcguffey et al., 2001).

No entanto, a TGF néo afetou a excrecdo de ureia uma vez que houve um efeito
linear crescente para a excrecdo de ureia. De acordo com Harmeyer & Martens (1980),
0 rim possui mecanismos especificos que modificam a excrecdo ou reabsorcao de ureia
urinaria. A quantidade de ureia excretada € influenciada por mudancas da concentragéo
plasmatica de ureia, por alteracdes relacionadas a carga de ureia filtrada e por variac6es
na TFG e modificacBes na reabsor¢do tubular de ureia. Assim como ndo houve variacao
na TFG também ndo foi observado diferencas na reabsorcédo de ureia renal (P>0,05) em
funcédo dos niveis de PB da dieta (Tabela 5).

Observa-se que ndo houve diferenca para a TGF, depuracdo de ureia e
reabsorcdo de ureia renal em funcdo dos niveis de PB da dieta com e sem APA. E
também os animais ndo apresentaram déficit de proteina dietética.

Houve um aumento linear (P<0,05) para a concentracdo de N-ureico e ureia no
plasma (Tabela 5) e a dieta com 11% PB e APA diferiu da dieta com 15,98% PB sem
APA. Segundo Kirk et al. (1976), a variacdo do N-ureico plasmatico depende da
proteina dietética e ingestdo de energia. Estudos constaram que com o aumento do N

dietético houve um aumento no N-ureico plasmatico (Karimizadeh et al., 2017,
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McGuire et al., 2013; Xu et al., 2019; Zhong et al., 2018). Sendo que o N-ureico no
sangue é¢ um indicador da eficiéncia da utilizacdo do N no corpo (Zhong et al., 2018).

A excre¢do de derivados de purinas, concentragdo no plasma e indice DPC ndo
variaram (P>0,05) em funcdo dos niveis de PB em dietas aditivadas (Tabela 5). O fluxo
duodenal dos &cidos nucleicos e seus derivados é principalmente de origem microbiana
ruminal. Apds a digestdo dos acidos nucleicos, absorcdo das bases purinas, 0
metabolismo intermediario produz os derivados de purinas que sdo excretados na urina.
Consequentemente, o aumento da eficiéncia de sintese microbiana no rimen aumenta a
concentragdo de DP na urina (Dijkstra et al., 2013).

Zhou et al. (2017) encontraram em seu estudo que com excecao do &cido Urico, a
excregdo urinaria de DP total e seus componentes aumentam com o aumento do N
dietético. Porém, no presente trabalho a excre¢do de DP foi semelhante, isso indica que
teve uma semelhanca na sintese de Pmic. Com base nos resultados, pode-se reduzir a
PB da dieta com inclusdo de APA de 15,98% para 11%, pois 0s ovinos responderam
semelhantemente para excrecdo de DP e apresentaram uma menor excrecao de ureia, ou
seja, houve melhor aproveitamento do N dietético. Todas as dietas proporcionaram
niveis de ureia no plasma dentro da faixa de 4,0-10,0 mmol/L, valores considerados de
referéncia para ovinos gque segundo Contreras et al. (2018) ndo representam excesso ou
deficiéncia de proteina dietética. Brito et al. (2020) sugerem a reducdo da proteina bruta
dietética de 16% para 13% com APA, pois teve um aumento da eficiéncia microbiana

ruminal.
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Tabela 5. Meédia e erro padrdo da média (EPM) em coleta total de urina de 24 h
econcentragdo plasmatica em ovinos alimentados com dietas contendo
niveis de PB com alcaloides piperidinicos de algoraba (APA) e dieta sem

aditivo.
Dieta Valor — P
Item Sem Aditivo Niveis de PB (%) com APA
EPM
15,98%PB 11 12,66 14,32 15,98 L Q
Consumo de N
g/dia 26,65 19,54*  22,35* 25,28 26,57 0,76  0,0003! 0,4371
Peso corporal médio
Kg 26,64 26,15 26,10 26,89 25,11 0,86 0,8084 0,6970
Volume urinario
L/dia 2,09 1,64 1,60 1,46 2,86 0,18 10,0649 0,1675
Creatinina
mg/PC 23,57 24,24 25,75 21,46 27,07 1,14 09432 0,6236
mg/PCP™ 53,56 53,86 57,86 48,29 59,44 2,42 0,9162 0,6978
Depuracéo de Creatinina
ml/min PC 2,93 2,77 3,36 2,52 3,05 0,17 0,9951 0,8713
ml/min PC%"™ 6,66 6,14 7,50 5,70 6,71 0,36  0,9470 0,8173
Derivados de Purinas
mmol/PC 0,55 0,45 0,59 0,53 0,53 0,02 0,2524 0,1504
mmol/PC%™ 1,26 1,00 1,33 1,20 1,17 0,05 0,2305 0,0962
indice DPC 33,47 25,82 32,25 34,42 24,59 1,44 05241 0,0554
Ureia
g/PC 0,79 0,43* 0,67 0,68 0,84 0,04 0,0013* 0,4862
g/PCO™ 1,76 0,95* 1,51 1,53 1,82 0,09 0,0008® 0,3876
N-ureico
g/PC 0,37 0,19* 0,31 0,32 0,39 0,02 0,0013* 0,4862
g/PCO™ 0,82 0,44* 0,70 0,71 0,85 0,04 0,0008° 0,3877
Depuracéo de ureia
ml/min PC 1,06 0,82 1,04 0,92 1,04 0,05 0,2115 0,6936
ml/min PC?7 2,39 1,86 2,35 2,06 2,27 0,11 02342 0,6515
Taxa de reabsorc¢ao de ureia renal
0,60 0,67 0,67 0,63 0,67 0,02 0,4313 0,9849
Plasma
Creatinina 0,59 062 055 060 062 00l 09140 0,220
(mg/dl)
Ureia (mg/dl) 51,63 37,31* 45,20 52,66 57,20 1,87 0,0002° 0,3391
N-ureico 24,10 17,42* 21,09 2458 26,70 0,87 0,0002" 0,3391
(mg/dl)
Derivados de
Purinas 12,04 11,71 11,77 11,41 11,57 0,15 0,8748 10,5986
(mmol/L)

*Teste Dunnett(Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo com 15,98% de PB).
indice DPC (Derivados de purinas: Creatinina)

Equacdes de Regressao

¥ =1,384x + 5,01(R?=0,94)

2y = 0,07x — 0,28 (R2=0,90)

3y =0,15x — 0,58 (R2=0,88)

4¥=0,03x — 0,13 (R2=0,90)

5Y=0,07x — 0,27 (R2=0,89)

6y=3,32x + 2,26 (R?=0,89)

7¥=1,55x +1,06 (R2=0,88)
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4.3 Amostragens de sangue e urina para determinacdo de metabdlicos
nitrogenados

A concentracdo plasmatica de creatinina nao diferiu (P>0,05) em funcédo da dieta
e interacdo tempo x dieta (Tabela 6). Porém, teve efeito linear crescente em funcdo do
tempo de coleta. Esses resultados confirmam que a dieta ndo influencia a creatinina no
plasma e a sua concentracdo no plasma é resultado do metabolismo muscular e seu
aumento com o tempo pode indicar menor ingestdo de dgua durante o periodo noturno.

N&o houve interacdo (P>0,05) entre dietas x tempo de coletas para as
concentracdes plasmaticas de ureia e derivados de purinas. Porém, houve efeito linear
crescente (P<0,05) para as concentragcdes plasmaticas e excrecdo urindria de ureia e
nitrogénio ureico em funcdo das dietas. Para os pontos de tempo de coleta de sangue e
de urina spot houve efeito significativo (P<0,05) (Tabelas 7 e 8).

As amostras de sangue coletadas nos periodos de 4 e 8 h apos a alimentacdo da
manha tiveram menor concentragdo de ureia quando comparadas com as demais (12, 16
e 24 h). Né&o foi possivel observar o pico na concentracdo de ureia, pois de acordo com
Lopez et al. (2000), a maxima concentracdo de ureia no sangue ocorre 2 h apos a
alimentacdo, porém a concentracdo é afetada pelo volume plasmatico como
consequéncia do nivel de hidratagdo do organismo e da variacao da atividade renal. Em
relacéo as coletas nos horarios 12, 16, 20 e 24 h, nao diferiram entre si.

A variacdo nas concentragdes do nitrogénio ureico e ureia no plasma com as
dietas foi devido a degradacdo ruminal da proteina dietética. O nitrogénio que chega ao
ramen € degradado por microrganismos que liberam a aménia. Quando a concentracéo
de amdnia excede o nivel de utilizacdo pelos microrganismos ruminais, a amonia é
absorvida e transportada pela circulacdo portal para o figado, onde se transforma em
ureia juntamente com a ureia produzida no figado por meio do metabolismo dos
aminodacidos que constitui a maior parte da concentracdo de ureia plasmatica (Borja et
al., 2014).

O aumento linear na concentracdo plasmatica e excrecao urinaria do nitrogénio
ureico e ureia relacionado com a dieta era esperado, visto que as dietas foram
formuladas para conterem niveis crescentes de PB e a excrecdo de N esta relacionada
com a ingestdo de PB. Portanto, ao comparar essas dietas com APA e a dieta com

15,98% sem APA, a Unica dieta que diferiu desta foi com menor contetdo de PB (11%).
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Isso mostra uma possivel influéncia de APA sobre o metabolismo proteico no
organismo animal.

Para as dietas e interagdo destas com o tempo transcorrido apds a primeira
alimentacédo do dia, as concentracGes plasmaticas e excre¢des urinarias dos derivados de
purinas ndo foram significativas (P>0,05). Portanto, para as concentragcdes e excregdes
em funcgéo dos tempos de coleta houve efeito (P<0,05) (Tabelas 6 e 7).

Houve variagcBes nas concentracdes e excrecdo de alantoina, &cido Urico e
xantina — hipoxantina entre os horérios de coleta, essa variagdo refletiu no DP total.
Sendo que as flutuacdes na concentracdo de DP total durante o dia € um reflexo da
variacdo diurna na absorcdo de purinas microbianas do intestino delgado associado a
fermentacdo de alimentos e producdo de Pmic e/ou do volume plasméatico e urinario
(Chen et al., 1992).

Quando os animais sdo alimentados ad libitum, eles tendem a consumir mais
alimento em certo periodo, normalmente quando € fornecido e depois realizam refei¢bes
em pequenas quantidades durante o dia. Com isso, podem ocorre picos de proteina
microbiana no intestino (Nsahlai et al., 2000). Porém, George et al. (2006) encontraram
baixa correlacdo entre a ingestdo de alimento e a concentragdo de DP, pois,
normalmente, a concentragdo de DP em amostras pontuais de urina nao refletiram a
quantidade de alimento consumido, por razGes relacionadas ao volume urinario e/ ou
catabolismo dos tecidos (Nsahlai et al., 2000). Como é possivel observar no presente
estudo, houve variacdo no volume urinario estimado em funcdo dos tempos de coletas,
devido a variagdo na concentracdo de creatinina na urina coletada nos diferentes pontos
de tempo.

Os DP que entram no sangue sdo eliminados rapidamente, a excre¢do urinaria é
a principal via de eliminacdo podendo também ser eliminado por secrecdo no intestino
via saliva ou através da parede intestinal, uma vez que eles saem do sangue ndo podem
voltar novamente para ser excretados na urina. Quando o acido urico e alantoina sdo
filtrados no glomérulo, sdo excretados quantitativamente na urina. Assim, a excrecao de
DP é determinada pela concentracdo plasmatica e taxa de filtracdo glomerular (Chen et
al., 1992). A excre¢do de DP na urina é o0 método mais indicado para o suprimento de N

microbiano.
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Tabela 6. Meédia, erro padrdo médio (EPM) e probabilidade (P) dos efeitos de dieta, tempo e interacdo dieta x tempo da concentragdo
plasmatica de metabdlitos nitrogenados em ovinos alimentados com dietas contendo niveis de PB com alcaloides piperidinicos de
algaroba (APA) e dieta sem aditivo.

Sem aditivo Niveis de PB (%) com APA Tempo de coleta

ftem 1598%PB 11 1266 14,32 1598 P 4 8 12 16 20 24 EPM P DxC
Creatininal 0,60 0,60 0,57 0,60 058 09006 054 056 060 061 0,58 0,65 0,01 0,0342¢  0,2142
Ureial 50,56 34,22 4542 53,76 5598 <0,0001*2 42,83 42,14 49,78 52,70 47,36 50,97 1,08 0,0044¢  0,8382
N-ureico’ 23,60 15,97* 21,20 2509 26,13 <0,0001°® 19,99 19,67 2323 2459 2211 23,79 0,50 0,0039¢  0,8382
Alantoina? 5,03 476 5,03 4,70 496 06578 512 568 567 486 622 1,85 0,12  <0,0001" 0,5595
X-H? 3,82 376 371 3,70 362 02865 403 337 357 370 3,86 3,82 0,03  <0,0001¢ 0,5392
Acido trico? 3,14 3,08 3,09 3,08 300 05051 321 284 298 297 322 3,15 0,01  <0,0001" 0,7304
DP totais? 11,98 11,60 11,83 1149 1157 04756 1246 11,59 1222 1153 1329 8,82 0,14  <0,0001' 0,0844

X-H: xatina e hipoxantina; DP: derivados de purinas; APA: alcaloides piperidinicos de algaroba; D:dieta; C:tempo de coleta; * (mg/dl); 2(mmol/L); *Teste Dunnett
(Médias seguidas de asterisco diferem (P<0,05) da dieta sem aditivo com 15,98% de PB
Equacaoes de regressao:

oy =3,5779x — 2,1972 (R2 = 0,81)

by =1,6698x -1,0254 (R? = 0,81)

°¥ =0,0044x + 0,5272 (R2 = 0,72)

4y = 0,4236x + 41,7009 (R2 = 0,53)

e =0,1977x + 19,4618 (R? = 0,53)

N =-0,0024x3 + 0,0813x2 - 0,7517x + 7,1966 (R2 = 0,76)

9y =-0,0007x3 + 0,0333x2 - 0,4503x + 5,3126 (R? = 0,91)

Y =-0,0005x3 + 0,0234x2 - 0,3244x+ 4,2516 (R? = 0,86)

'Y = -0,0036x3 + 0,1381x2 - 1,5265x +16,7608 (R? = 0,77)
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Tabela 7. Valores de probabilidade dos efeitos de dieta, tempo e interacdo dieta X
tempo da excregdo urinaria em amostra de urina spot obtida em intervalos
de 4 h ap6s a alimentagdo matinal em ovinos alimentados com dietas
contendo niveis de PB com alcaloides piperidinicos de algaroba (APA) e
dieta sem aditivo.

Item Dieta Tempo Dieta x Tempo
Volume urinario
L/dia <0,0001* <0,00018 0,0943
Ureia
g/dia 0,04482 0,0537 0,6621
g/PC 0,00433 0,0061° 0,4748
g/PCO7® 0,0080* 0,0107% 0,5097
N-ureico
g/dia 0,0448° 0,0542 0,6621
g/PC 0,0043° 0,0069* 0,4748
g/ PCO7™ 0,00807 0,0177 0,5097
Derivados de Purinas (mmol/dia)
Alantoina 0,4387 <0,0001% 0,8099
Xantina — hipoxantina 0,7285 <0,0001% 0,8308
Acido Urico 0,4544 0,0319% 0,7175
Derivados de Purinas Totais
mmol/dia 0,6024 <0,0001% 0,6678
mmol/PC 0,3992 <0,0001Y 0,6211
mmol/PC%" 0,4674 <0,0001%® 0,6112
indice DPC
0,8765 0,0067%° 0,7017

Equacdoes de regressao:

¥ =0,12x2 - 3,26x + 22,93 (R2 = 0,35)
2y = 1,77x - 3,33 (R2= 0,95)

3y =0,07x - 0,18 (R2=0,91)

4Y =0,16x - 0,39 (R2 = 0,93)

5Y =0,83x — 1,55 (R2 = 0,95)

6y = 0,03x — 0,08 (R2 = 0,89)

Y =0,07x 0,18 (R2 = 0,33)

8y = 0,002x3 - 0,088x2 + 1,154x -1,995 (R2 = 0,99)
%Y =0,02x + 0,52 (R? = 0,89)

10y = 0,04x + 1,19 (R? = 0,88)

11y = 0,01x +0,24 (R? = 0,52)

12§ = 0,02x + 0,55 (R? = 0,89)
13¢=-0,03x2 1,29x - 0,96 (R? = 0,84)
14§=0,04%2 -0,96x + 8,95(R? = 0,74)
15 = 0,09x + 2,90 (R = 0,72)

16§ = 1,02x + 8,43 (R = 0,82)

179 = 0,04x + 0,31 (R2 = 0,84)

18§ = 0,09x + 0,71 (R2 = 0,80)

19§ = 0,75x + 26,90 (R? = 0,54)
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O indice DPC néo variou (P>0,05) com as dietas como também néo foi afetada

pela interacdo dieta x tempo, porém variou em funcéo do tempo de coleta (Tabela 7). O
indice DPC ¢ utilizado em amostra pontual de urina como uma ferramenta para estudar
como as mudancas na dieta afetam a sintese de Pmic, ou seja, em animais cuja resposta
da excrecdo de DP ao consumo de racdo foi estabelecida, entdo, a medicdo pontual do
indice DPC pode fornecer uma estimativa do consumo de alimento estudado (Chen et
al., 2004). Portanto, pode se observar no presente estudo que o consumo de MS ndo foi
afetado pelos niveis de PB e pela inclusdo de APA e, consistentemente ndo se observou
alteracdes tanto na excre¢do de DP quanto no DPC.

Realizaram-se duas metodologias para a coleta de urina spot: a coleta spot
durante 24 h, obtendo-se a média dos horarios (4, 8, 12, 16, 20 e 24 h apés a
alimentacdo da manha) e a coleta de urina spot 4 h apos alimentacdo matinal para serem
comparadas com a coleta total de urina 24 h.

O volume urinario utilizando amostras de urina spot em intervalos de 4 h e no
ponto de tempo 4 h apds a alimentacdo da manh& foi estimado a partir da excregdo
média de creatinina (24,42 mg/PC) ou da excre¢do média em cada dieta (23,57; 24,24;
25,75; 21,46; 27,07 mg/PC, respectivamente, 15,98%PB sem APA; 11,00%, 12,66%,
14,32%, 15,98% de PB com APA) para calcular a excrecdo dos metabdlitos urinarios
(Tabela 8).

Houve diferenca (P<0,05) entre as amostragens de urina spot de 4 h e de 4 em 4
horas para o volume urinario e excrecdo de ureia, n-ureico e derivados de purinas e
também para o indice de derivados de purinas: creatinina utilizando as diferentes
excrecdes diarias de creatinina (Tabela 8). No entanto, a excrecdo diaria de creatinina
média e a excrecdo média por dieta foram semelhantes, isso indica que pode se utilizada
qualquer uma das duas excrecdes para se obter os metabdlitos urinarios. O uso médio
diario da creatinina pode ser utilizado independentemente da dieta. Além disso, €
utilizado como um marcador para estimar o volume urinario dispensando a coleta de
urina total.

Com base nos resultados, pode-se observar que ao utilizar amostragens pontuais
de urina é necessario um valor médio de excrecdo diaria de creatinina obtida a partir dos
animais do grupo experimental, é suficiente para obter dados de excreces urinarias
representativas e consistentes. Contudo, houve diferenga entre as duas metodologias de
amostragens pontuais de urina. Assim, foi realizada a comparacdo dessas duas

metodologias de coleta pontual de urina com a coleta total de urina 24 h, que é
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considerada mais precisa para avaliacdo da excrecdo urindria de metabdlitos importantes

para monitoramento nutricional em ovinos.
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Tabela 8. Valores médios e de probabilidade das excrec¢Ges urinérias entre as amostras de urina spot de 4 h em 4 h e amostras de urina spot 4
h ap6s a alimentacdo matinal em ovinos alimentos com dietas contendo niveis de PB com alcaloides piperidinicos de algaroba

(APA) e dietas sem aditivo

Item
L/dia

g/dia

g/dia
Alantoina
Xantina -
Hipoxantina
Acido Urico

mmol/dia

Excrecdo diéria de creatinina media

Excrecdo diéria de creatinina média por dieta

4 horas 4 em 4 horas P 4 horas 4 em 4 horas P EPM
Volume urinario
1,3 1,77 0,0086 1,3 1,79 0,0057 0,0650
Ureia
17,59 20,82 0,0494 17,56 20,87 0,0446 0,5333
N-ureico
8,21 9,72 0,0494 8,19 9,74 0,0446 0,2489
Derivados de Purinas (mmol/dia)
4,58 8,45 <0,0001 4,57 8,43 <0,0001 0,2310
5,73 9,39 <0,0001 5,76 9,43 <0,0001 0,2334
3,67 3,96 <0,0001 3,7 3,99 <0,0001 0,1218
Derivados de Purinas Totais
13,98 21,8 <0,0001 14,03 21,85 <0,0001 0,5230
indice Derivados de Purinas: Creatinina
- - - 27,6 30,06 0,0002 0,9390
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Tabela 9. Média, erro padrdo médio (EPM) e probabilidade (P) das excrecbes
urinarias utilizando amostras de urina spot de 4 em 4 h, urina spot 4 h
apo6s a alimentacdo matinal e coleta total de urina de 24 h em ovinos
alimentados com dietas contendo niveis de PB com alcaloides
piperidinicos de algaroba (APA) e dieta sem aditivo

Urina total

Estimadot! Estimado? EPM P
Item 24h
Volume Urinario
L/dia 1,92 1,79 1,30* 0,0902 0,0043
Ureia
g/dia 17,00 20,87* 17,56 0,6727 0,0328
g/PC 0,68 0,80* 0,67 0,0236 0,0241
g/PCO7® 1,51 1,80* 1,51 0,0528 0,0221
N-ureico
g/d 7,93 9,74* 8,19 0,3140 0,0328
g/PC 0,32 0,37* 0,31 0,0110 0,0241
g/PCO7s 0,70 0,84* 0,70 0,0246 0,0204
Derivados de Purinas (mmol/dia)
Alantoina 4,43 8,43* 4,57 0,2828 <0,0001
Xantina - hipoxantina 5,27 9,43* 5,76 0,2927 <0,0001
Acido Urico 3,92 3,99 3,70 0,1555 0,7762
Derivados de Purinas Totais
mmol/dia 13,62 21,85* 14,03 0,6482 <0,0001
mmol/PC 0,53 0,84* 0,54 0,0237 <0,0001
mmol/PC™ 1,19 1,90* 1,22 0,0523 <0,0001
indice DPC 30,14 36,06 27,60 0,9390 0,0008

*Média difere da coleta total de urina pelo LSmean (P<0,05); Estimado’= Coleta de urina de 4 em 4 h
(excrecdo de creatinina média por dieta); Estimado? = Coleta de urina spot de 4 h apds a alimentagéo
matinal (excrecdo de creatinina média por dieta).

Nesse estudo, o volume urinario estimado! obtido a partir das amostras de urina
4 em 4 h foi semelhante (P>0,05) a coleta total de 24 h. No entanto, a amostra pontual
de 4 h apds a alimentacdo ndo foi semelhante (P<0,05) ao volume urinario observado.

Os tempos de amostragem de urina influenciaram o volume urinério estimado?®,
sendo que essa variacdo foi consequéncia a variacdo diurna da concentracdo de
creatinina, pois, a concentracdo de creatinina na urina foi constante ao longo do dia
(Tabela 9). A variacdo diurna na concentracdo de creatinina também é possivel observar
em outros trabalhos (George et al., 2006; Lee et al.. 2019).

A subestimacdo do volume urinario ao utilizar a amostra de urina coletada no
ponto de tempo 4 h apos a alimentacdo da manha indicaria que a coleta nesse horério
ndo seria representativa e nem adequada para a obtencdo do volume urinério diario. Em

contrapartida, a média dos 6 horéarios de coleta (4, 8, 12, 16, 20, 24) foi pr6xima ao
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volume urinario observado, mas as médias das excre¢des estimadas de ureia e DP

diferiram da excrecdo observada na urina total de 24 h.

Portanto, mesmo o volume urinario estimado? ter diferido quando comparado
com o observado, as excre¢@es de ureia, alantoina, xantina - hipoxantina, acido Urico e
indice DPC ndo diferiram (P>0,05) das excre¢des obtidas na amostra de da urina total
24 h. Isso indica, que a amostra de urina coletada no ponto 4 h apds alimentacdo da
manhd é adequada para determinar as concentracfes de ureia e derivados de purina,
consistente com o indice DPC. Chen et al. (2004) recomendaram a utilizacdo do indice
DPC para estimar a excre¢do de DP porque a sua concentracdo pode ser corrigida pela
concentracdo de creatinina na urina, usada como indicador do volume urinario.
Resultado semelhante foram encontrados por Silva et al. (2001), que n&o relataram
diferencas nas excregOes urindrias de ureia, alantoina e cido Urico estimadas pela
amostra pontual de urina e as observadas pela urina total.

Como houve diferenca para as variaveis estimadas nas amostras de urina spot
coletadas de 4 em 4 h apos a alimentagdo comparadas com a coleta total, exceto para
acido urico que ndo diferiu (P>0,05), aumentar o nUmero de amostragem em VArios
pontos de tempo ndo melhora a acuracia da tecnica. Assim, mesmo sendo uma forma de
aumentar o nimero de amostragens para obtencdo de maior representatividade do ciclo
de 24 h, essa metodologia ndo foi adequada, além de ser mais trabalhosa.

No entanto, os resultados obtidos no presente estudo mostram que a amostra
pontual de urina 4 h apods a alimentacdo fornece estimativa satisfatdria da excrecdo de

DP e ureia e pode ser usada em substituicdo a coleta total de urina 24 h.
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V — CONCLUSOES

O comportamento ingestivo ndo é influenciado pela reducdo dos niveis de PB
em dietas suplementadas com APA.

A dieta com 11% de PB com APA reduz a perda de nitrogénio urinaria e ndo
compromete o status de proteina. A depuracdo de creatinina e ureia ndo foi influenciada
pelas concentracdes de PB das dietas. A coleta de urina spot 4 h apds a alimentacdo da
manha fornece uma estimativa acurada da excre¢édo de derivados de purina e de ureia, e

pode ser usada para substituir a coleta total de urina 24 h.
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