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RESUMO

IMPACTO DA INFUSAO MESENTERICA DE COMPOSTOS NITROGENADOS
SOBRE O FLUXO VISCERAL DE METABOLITOS EM OVINOS

AUTORA: Simone Stefanello
ORIENTADOR: Gilberto Vilmar Kozloski

O objetivo do estudo foi avaliar o impacto da ureagénese e da neoglicogénese sobre o
gasto visceral de oxigénio e se a infusdo mesentérica de arginina, alanina e bicarbonato de
amonio aumentam o consumo de energia pelo sistema visceral. Também foi avaliado se ha
diferenca no gasto de energia pelos tecidos viscerais em funcdo do tipo de composto
nitrogenado infundido. Foram conduzidos dois ensaios com ovinos, sendo um para avaliar a
digestibilidade da dieta e outro para avaliar parametros relacionados ao metabolismo visceral.
Foram utilizados quatro ovinos machos (45+2 kg de peso corporal) com catéteres
permanentes implantados cirurgicamente, em um delineamento experimental Quadrado
Latino 4x4 alimentados com feno de tifton + concentrado em quantidades restritas a 2,5% PV
para a oferta de volumoso e 0,7% PV para a oferta de concentrado. Os dados obtidos no
ensaio de digestibilidade foram complementares aos obtidos no ensaio de metabolismo. Os
animais passaram por quatro periodos com duragdo de um dia, onde em cada periodo foi
infundido um dos tratamentos, sendo eles: solucado fisioldgica (controle), alanina, arginina e
bicarbonato de amonio, totalizando quatro dias consecutivos de avaliagdo por animal. As
infusdes foram efetuadas na veia mesentérica com o auxilio de uma bomba de infusdo
continua com capacidade de infundir concomitantemente o tratamento e o marcador de fluxo
sanguineo (PAH). Foram obtidas amostras de sangue em trés diferentes pontos, sendo eles:
artéria carétida, veia hepética e veia porta, em diferentes horarios. Foram realizadas analises
de gasometria, hematocrito e concentracdo sanguinea dos nutrientes: glicose, ureia, amonia,
hemoglobina e de &cido paramino-hipdrico. A infusdo de compostos nitrogenados e maior
captacdo hepatica dos mesmos, aumentou o gasto hepatico de O, como consequéncia de um
aumento na ureagénese, o que ndo foi observado para a neoglicogénese. O incremento da
circulacdo portal de amoénia aumenta a sintese de ureia e consequentemente 0 custo
energético. O gasto de O, associado a sintese de ureia € maior do que o gasto de O,
relacionado a neoglicogénese. O aumento da carga hepatica de alanina ou de arginina nao
alterou o gasto de O, por este o6rgdo. Ainda, ndo foi possivel comparar 0os aminoacidos em
estudo, visto que a infusdo de arginina ndo alterou nenhuma das variaveis observadas.

Palavras-chave: Figado. Glicose. Ureia. Veia hepética. Veia porta.



ABSTRACT

IMPACT OF NITROGENOUS COMPOUNDS MESENTERIC INFUSION ON
METABOLITES VISCERAL FLOW IN SHEEP

AUTHOR: Simone Stefanello
ADVISOR: Gilberto Vilmar Kozloski

The aim of the study is measure the impact of the mesenteric infusion of different N
compounds: alanine, arginine and ammonium bicarbonate on oxygen uptake by splanchnic
tissues relative the ureagenesis and gluconeogenesis. In an attempt to quantify the digestibility
diet initially and after visceral metabolism, a trial with four multicatheterized wethers (45+2
kg body weight) was conducted as a 4 x 4 Latin Square feeding Tifton hay (2,5 %) and
protein concentrate (0,7%) with 210 minutes daily periods during 4 days. The data obtained in
the digestibility trial were complementary to those obtained in metabolism trial. The blood
flow through portal- drained viscera (PDV) and total splanchnic tissues (ST) were determined
by downstream dilution of 15 g/L p-aminohippurate (PAH) infused continuously (1.5mL/min)
into the mesenteric vein. In parallel, wethers were continually infused into the mesenteric vein
with aphysiological saline (0.15 MNaCl) solution during 90 minutes followed by the infusion,
during more 120 minutes, of either solution: physiological saline (control), 0.25 MNH4HCOs3,
0.25 M L-alanine or 0.125 M L-arginine, all of them infused at a rate of 1.5 mL/min to
provide 375 pmol N/min. The infusion of nitrogenous compounds and their greater hepatic
uptake increased hepatic O, spent as a result of an increase in ureagenesis, which was not
observed for gluconeogenesis. The higher ammonia portal circulation increases urea synthesis
and thus the energy cost. O, expense associated with the urea synthesis is higher than O,
expense related to gluconeogenesis. Increased alanine or arginine uptake by liver did not
change the cost of O,. Moreover, it was not possible to compare the amino acids in study,
since the infusion of arginine did not change any of the variables examined.

Keywords: Glucose. Hepatic vein. Liver. Portal vein. Urea.
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1 INTRODUCAO

Os ruminantes domésticos sdo herbivoros altamente versateis, nutrindo-se com
forrageiras, fontes de nitrogénio ndo-proteico, grdos de cereais, leguminosas e alimentos de
origem animal, que apresentam vasta diferenca quanto a composicéo nutricional e satisfacdo
das exigéncias (HUNTINGTON, 1990).

Alimentos de baixa qualidade sdo frequentemente limitantes no fornecimento das
exigéncias protéicas dos animais e ndo atendem a quantidade requerida pela microflora
ruminal. Dessa forma, se faz necessario a suplementacdo protéica quando se almeja a
otimizacdo da producdo. Entretanto, um consumo excessivo de proteina degradavel pode
resultar em concentragfes de amonia ruminal que excedem as necessidades, aumentando
consequentemente a concentracdo sanguinea e a ureagénese hepatica e a subsequente
excrecdo urinaria, podendo incrementar 0s gastos energéticos na ureagénese, contribuindo
potencialmente para uma utilizacdo ineficiente do nitrogénio (N) e energia contidos na dieta
(ATKINSON et al., 2010).

A ureagénese hepatica esta intimamente ligada a degradabilidade do N dietético e
subsequente absorcdo de amoénia. Ruminantes, especialmente consumindo leguminosas ou
gramineas imaturas dependem do figado para processar a amdnia que atinge os tecidos
hepaticos, apds ter sido absorvida via intestino, sendo a capacidade de detoxificacdo do figado
raramente ultrapassada (HUNTINGTON e ARCHIBEQUE, 1999).

O estimulo da ureagénese pelo excesso de aménia na dieta reduz a quantidade de
energia disponivel para o propésito produtivo. Além disso, o aumento do fluxo portal de
amonia leva ao aumento concomitante do gasto de oxigénio (O,) pelo figado e interfere no
metabolismo da glicose, podendo ocasionar reducdo na neoglicogénese (RECAVARREN e
MILANO, 2013).

A importancia da neoglicogénese em ruminantes, principalmente em pastoreio,
recebendo forragens ricas em fibra, se deve ao fato de que o organismo absorve quantidades
insignificantes de glicose pelo trato digestivo e sua capacidade de armazenamento é limitada.
A maior fonte de energia absorvivel em ruminantes sdo os acidos graxos volateis (AGV),
sendo o propionato o principal precursor neoglicogénico. Em periodos de jejum, entretanto, os
principais precursores neoglicogénico sdo: o lactato, o glicerol e a alanina, porém suas

producdes sdo insuficientes para suprir o requerimento total (HERDT, 1988).
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A ureagénese esta conectada ao ciclo de Krebs e a neoglicogénese hepética através de
metabdlitos comuns como o aspartato, o oxaloacetato, o a-cetoglutarato e o glutamato. Assim,
qguando a concentracdo de amonia ruminal esta elevada é gerada uma sobrecarga na
ureagénese por conta da excessiva demanda de intermediarios do ciclo da ureia, 0s quais sao
provenientes de precursores que sdo divididos com o ciclo de Krebs e a via neoglicogénica
(NORO e WITTWER, 2011).

Durante o processo de sintese de ureia tém-se um custo energético para o animal, onde
sdo gastos quatro moléculas de ATP (sdo gastos 3 ATP e formados 2 ADP e 1 AMP e na
conversdo de AMP para ADP ha o gasto de mais um ATP) para cada molécula de ureia
sintetizada, porém essa situacdo parece ser contrabalanceada, em parte, pela sintese de uma
molécula de fumarato. No ciclo de Krebs, o fumarato libera um NADH, o qual pode resultar
na sintese de trés moléculas de ATP quando oxidado na cadeia respiratéria mitocondrial.
Devido a esse fato, o gasto liquido de energia para sintetizar ureia parece ser menor do que 0
tradicionalmente proposto (KOZLOSKI, 2011).

Em vista disso, sugere-se que 0 maior gasto energético em situacdes que ha aumento
da ureagénese hepatica tem maior relagdo com o aumento concomitante da neoglicogénese a

partir de aminoacidos como glicina e alanina, do que a sintese de ureia em si.



2 HIPOTESES

O aumento da carga hepatica de compostos nitrogenados aumenta o gasto hepético de
O, como consequéncia do aumento na ureagénese e/ou gliconeogénese.

O gasto de O, associado a sintese de ureia € menor do que o gasto de O, relacionado a
neoglicogénese.

O aumento da carga hepética de alanina tem maior impacto sobre o gasto de O, por

este 6rgao do que a arginina.



3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

- Avaliar o impacto da ureagénese e da neoglicogénese sobre o gasto visceral de

oxigénio.

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar se a infusdo mesentérica de arginina, alanina e bicarbonato de amonia
aumentam o consumo de energia pelo sistema visceral;

- Avaliar se ha diferenca no gasto de energia pelos tecidos viscerais em funcdo do tipo
de composto nitrogenado infundido (arginina, alanina e bicarbonato de aménio);

- Comparar diferentes metodologias analiticas para a obtencdo dos resultados através
das mesmas amostras de plasma, identificando a mais robusta, tendo como critério 0 menor
Erro Padrdo da Média.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 SISTEMA VISCERAL: TECIDOS DRENADOS PELA VEIA PORTA E FIGADO

4.1.1 Aspectos anatdémicos e fisiologicos dos Tecidos Drenados pela Veia Porta

Na maioria dos animais, incluindo os ruminantes domésticos, os tecidos drenados pela
veia porta (TDVP) sdo a interface entre a dieta e o restante do organismo, de forma que o
figado, 6rgdo metabdlico central, é responsavel pelo encontro dos TDVP com o restante do
organismo. Dentre as principais fun¢des dos tecidos esplénicos, que incluem figado e TDVP,
estdo a digestdo e absorcdo de nutrientes dietéticos (HUNTINGTON, 1990).

Os tecidos drenados pela veia mesentérica incluem o abomaso e o intestino delgado
(duodeno e ileo), que sdo irrigados pelo sangue arterial, e 0 sangue venoso flui para dentro
dos ramos da veia mesentérica eferente. Os TDVP incluem os tecidos drenados pela veia
mesentérica mais 0 rimen e o intestino grosso e outros 6rgdos, tais como o pancreas, baco e
tecido adiposo mesentérico e omental (KRAFT, 2009).

O sangue eferente do rumen é drenado através da veia ruminal e o sangue eferente do
intestino grosso € drenado através da veia ileocecal. As veias ruminal, ileocecal e mesentérica
confluem e formam a veia porta. A veia porta em ruminantes tem uma distingdo, sendo ela
muito curta (4-5 cm em ovelhas). A soma dos tecidos drenados pela veia porta aos tecidos
drenados pela veia mesentérica d& origem ao sistema portal (KRAFT, 2009).

O trato gastrointestinal e o figado possuem uma alta atividade metabdlica, onde o trato
gastrointestinal representa somente cerca de 5 a 10% da massa total, e utiliza em torno de
20% do O; total utilizado pelo organismo; o figado representa em torno de 1 a 3% da massa
total e utiliza até 40% do O, total utilizado pelo organismo, sendo o figado, o coragdo, a
glandula mamaria e os tecidos do trato gastrointestinal, os tecidos metabolicos mais ativos dos
animais, tanto quando mensurado o gasto de energia por quilograma de peso, quanto gasto de
energia em porcentagem relacionado com o gasto total do organismo (KOZLOSKI, 2011,
SMITH e BALDWIN, 1973).
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4.1.2 Aspectos anatémicos e fisiologicos do figado

Os cordd@es de hepatdcitos estdo dispostos mais ou menos radialmente ao redor da veia
central. Entre os corddes hepaticos cursam o0s sinusoides, que sdo espacos forrados de
endotélio analogos aos capilares em outros 6rgaos. Na periferia do l6bulo estdo as triades
porta (Figura 1), consistindo de uma veia porta, uma artéria hepatica e um ducto biliar, onde o
sangue da artéria hepética e da veia porta fluem centralmente no sinuséide (SWENSON e
REECE, 1996).

células de

Kupfler == =

sinusdide —{
canaliculos | |
biliares
ramo da artéria |
hepatica e
ducto hiliar___ =4=¥

veia portal |
hepatica -

Figura 1 — Representacdo esquematica da histologia e da irrigacdo sanguinea hepatica.

O figado recebe o sangue através da artéria hepatica e da veia porta. O sangue de
ambas estas fontes mistura-se nos sinuséides hepaticos e retorna a circulacéo geral através das
veias hepaticas, que desembocam na veia cava caudal (DYCE et al., 1996).

As menores unidades funcionais do figado sdo os hepatocitos. O figado € um 6rgéo
altamente irrigado, cujo sangue compreende em torno de 25% de sua massa. Apesar de
constituir menos de 2% da massa corporal total, o figado recebe cerca de 25% do débito
cardiaco (LOBLEY; MILANO; VAN DER WALT, 2000).

As células do parénquima hepatico ou hepatocitos sdo o tipo de células predominantes
do figado contabilizando 60% do nimero total e cerca de 80% do volume, sendo esse 0 maior

grupo, somados aos macrofagos ou células de Kupffer (8 a 12%), as células endoteliais
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delineando o Espaco de Disse (15 a 20%) e os adipécitos (JUNGERMANN e KIETZMANN,
1996).

O metabolismo do N no figado ndo é homogéneo em todos hepatdcitos que constituem
um acino. De acordo com as caracteristicas e atividade metabolica, os hepatocitos séo
divididos em periportais, localizados mais proximos dos ramos venosos portais e dos
capilares, e em perivenosos, 0s quais estdo mais proOXimos aos ramos venosos hepaticos
localizados no lado oposto. Os hepatocitos periportais tém alta capacidade de captacdo de
amonia, apesar da baixa afinidade pela molécula, enquanto, em situacdo oposta 0s
perivenosos ndo sintetizam ureia, mas captam amonia com alta afinidade, apesar da baixa
capacidade (KOZLOSKI, 2011).

O figado possui um importante papel no metabolismo da ureia e da glutamina. A nivel
acinar, estas vias sdo parte de uma organizacdo estrutural e funcional sofisticada com
interacbes metabdlicas entre diferentes populacfes de hepatdcitos, sendo os hepatdcitos
periportais 0s primeiros a receber o sangue aferente portal e 0s que possuem as cinco enzimas
envolvidas no Ciclo da Ureia (Figura 2) e a glutaminase mitocondrial (HAUSSINGER, 1990).

As células perivenosas estdo ao redor dos ramos da veia hepatica e ndo possuem as
enzimas do Ciclo da Ureia, sugerindo que a producdo de ureia ocorrera especificamente nas
células periportais (KUO et al., 1991).

A especialidade dos hepatocitos perivenosos é a producdo de glutamina através da
glutamina sintetase, proporcionando assim uma outra oportunidade de remover amdnia da
circulacdo antes que ela atinja a veia hepéatica. Assim, nos hepatdcitos periportais e
perivenosos, as enzimas do ciclo da ureia juntamente com as reagdes de transaminagdo sdo
estruturalmente orientadas para formar ureia a partir da aménia absorvida do intestino e usar a
sintese de glutamina como outro caminho para remover essencialmente toda a amonia do
sangue portal (HUNTINGTON e ARCHIBEQUE, 1999).

De acordo com Haussinger (1990), da total concentracdo fisiologica de amonia
circulante, 2/3 da amonia é convertida a ureia e 1/3 é convertida em glutamina.

Por ser o pH (potencial hidrogeni6nico) fisiolégico em torno de duas unidades menor
gue o pKa (constante de acidez) da amdnia, basicamente toda amoénia presente no trato
gastrointestinal dos ruminantes estda na forma protonada (NH;). A protonagio e
desprotonacao da amonia possibilita a essa molécula um mecanismo de movimentacéo através
das membranas. A amonia é absorvida ou difundida em todas as secdes do trato digestivo.
Antes de difundir através do epitélio ruminal, o ion aménio € convertido em aménia na parede

do intestino, difunde-se para as células epiteliais como amoniaco, e € em seguida protonado



19

para formar novamente o ion aménio. Além da difusdo, existem outros mecanismos de
transporte, como a associa¢do com bicarbonato e &cidos graxos volateis. A concentragcdo de
amonia ruminal decresce em resposta a fatores que levam a diminui¢do da producdo de
amonia ou fatores que promovem o uso da aménia como, por exemplo, a sincronizacgdo entre
energia e nitrogénio fermentavel (HUNTINGTON e ARCHIBEQUE, 1999).

Zonation of Intermediary Metabolism

Periportal Zone Y b4 Parivencus Zone
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Figura 2 — llustracdo esquematica de aspectos de zoneamento relacionados ao metabolismo
intermediario (GEBHARDT, 1992).

4.2 TECNICAS DE ESTUDO PARA MENSURACAO DE NUTRIENTES EM TECIDOS

4.2.1 Consideracdes sobre o procedimento cirurgico e alocacao de cateteres

O uso do procedimento de multicateterizacdo tém contribuido muito para o
conhecimento do metabolismo gastrointestinal e do figado em ruminantes, possibilitando a
visualizacdo de valores de absorcdo e de metabolismo de nutrientes a nivel de tecidos

esplénicos. Catéteres inseridos em um determinado vaso sanguineo podem, portanto, ser
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utilizados para a mensuracdo do metabolismo do tecido especifico através de seus leitos
vasculares (SEAL e REYNOLDS, 1993).

A concentracdo de nutrientes, assim como de O, em um determinado tecido se torna
possivel, através da mensuracao dessa concentracdo na entrada e na saida desse tecido. Com a
cateterizacdo desses pontos, obtém-se amostras de sangue aferente e eferente, nas quais se
pode proceder a analise da composicéo e concentracdo de diferentes nutrientes, assim como a
avaliacdo do fluxo sanguineo aferente e eferente, exigindo o auxilio de marcadores de fluxo,
como, por exemplo, o &cido paramino-hipurico (PAH).

A compartimentalizacdo do metabolismo hepéatico entre os diferentes lobos, ndo
influencia a composicdo do sangue drenado pelos ramos da veia hepética, e desse modo, a
implantacdo de trés cateteres é suficiente para mensurar o balanco liquido de nutrientes ao
nivel hepético. O figado tem a particularidade de receber dois tipos de sangues aferentes: a
veia porta e a artéria hepatica, enquanto que os ramos da veia hepética (Figura 3) sdo as
Unicas vias eferentes do figado (SEAL e REYNOLDS, 1993).

A veia porta é compreendida pela unido das veias ruminal, ileocecal e mesentérica

comportando a drenagem dos TDVP e tecidos mesentéricos.
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Gastro
duodenal Esplénica

V. V.
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RUMEN direita e esquerda

Figura 3 — Representacdo dos sitios de implantacdo de cateteres (*') no sistema visceral em
ruminantes. (adaptado de Lindsay e Reynolds, 2005).
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Com excecdo das artérias pulmonares, a concentracdo de um nutriente é igual em
todas as artérias, e a escolha do sitio arterial a ser cateterizado é independente do tecido de
interesse. Em geral, a artéria aorta, cardtida, ou um dos ramos da artéria mesentérica €
cateterizada (ORTIGUES e DURAND, 1994).

4.2.2 Marcador e fluxo de sangue

Para medir o fluxo de sangue através de um vaso, utiliza-se um método de diluicdo
qgue consiste em infundir um marcador, ndo metabolizavel pelos tecidos, e medir a
concentracdo deste marcador em nivel sanguineo aferente e eferente. Uma consideravel
extracdo do marcador pelos rins ou figado é requerida em cada ciclo de circulacdo para
manter a concentracdo arterial do marcador constante. O principal marcador utilizado é o
acido paraminohipdrico (PAH) (KATZ e BERGMANN, 1969). Para medir o fluxo sanguineo
a nivel visceral, o marcador ¢ infundido em um ramo da veia mesentérica e as coletas de
sangue sao realizadas em um ponto antes (catéter da artéria) e depois (catéter das veias porta e
hepatica) do sitio de infuséo.

O fluxo de sangue na veia porta ou hepatica pelo método dos marcadores é calculado
pela diferenca de concentracdo portal ou hepatica, menos a concentracdo arterial, em relacdo a
taxa de infusdo do marcador. O fluxo de sangue arterial no figado é calculado como a
diferenca entre o fluxo de sangue visceral menos o fluxo de sangue portal.

O fluxo liquido de gqualquer nutriente pelo sistema portal ou visceral total é calculado
como a diferenca entre a concentracdo portal ou hepatica menos a concentracdo arterial do
nutriente, multiplicado pelo fluxo de sangue da veia em questdo (método de diferenca de
concentracdo arterio-venosa (A-V)). Se a concentracdo venosa for mais alta que a arterial, 0
fluxo serd positivo e indicard producdo do nutriente, enquanto que, em situagdo inversa,
indicard utilizacdo do nutriente pelo 6rgdo ou sistema (KOZLOSKI, 2011). Exigéncias
fundamentais do método de diferenca A-V sdo a habilidade em medir acuradamente o fluxo
de sangue e pequenas diferencas de concentracdo A-V.
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4.3 METABOLISMO HEPATICO DOS COMPOSTOS NITROGENADOS, UREAGENESE
E NEOGLICOGENESE

4.3.1 Compostos nitrogenados

Algumas particularidades dos compostos nitrogenados utilizados no estudo sdo
relevantes. A solugcdo de alanina 0,25M e arginina 0,125M infundidas apresentam essa
diferenca de molaridade, atribuida ao fato de que a massa molar da arginina corresponde ao
dobro do valor da massa molar da alanina.

A alanina quando empregada como precursor glicogénico, gera piruvato através de sua
transaminacgdo dentro da mitocondria, onde seu grupamento a-amino ¢ transferido para um a-
cetoacido carboxilico. A seguir, piruvato é convertido a oxaloacetato, por acdo da piruvato
descarboxilase e da coenzima biotina, e nessa reacdo tém-se o gasto de um ATP (adenosina
trifosfato). Como a membrana mitocondrial ndo tem transportador para o oxaloacetato, entéo
para ser exportado para o citosol é reduzido a malato por acdo da malato desidrogenase e tem
0 custo de um NADH (nicotinamida dinucleotideo). O malato deixa a mitocondria e quando
atinge o citosol ¢é reoxidado a oxaloacetato, com producdo de um NADH. O oxaloacetato é
convertido a fosfoenolpiruvato pela fosfoenolpiruvato carboxicinase requerendo o gasto de
um GTP (guanosina trifosfato), e o fosfoenolpiruvato ingressa na rota neoglicolitica
(NELSON e COX, 2008).

A via biossintética para a formacdo de glicose permite a sintese de glicose ndo apenas
a partir do piruvato, mas também dos intermediarios do ciclo do acido citrico, sendo que
todos sdo passiveis de serem oxidados a oxaloacetato e ingressar na via neoglicolitica. A
arginina ¢ um aminoécido neoglicogénico que ¢é convertido a a-cetoglutarato, um
intermediario do ciclo do &cido citrico, que por sua vez é oxidado a oxaloacetato, que ingressa
na via neoglicolitica (NELSON e COX, 2008).

4.3.2 Obtencao de energia, importancia do oxigénio

A energia é obtida a partir da oxidacdo dos combustiveis metabdlicos e é convertida a
ATP, que € uma forma de energia de rapida mobilizacdo disponivel as células. O ATP ¢
gerado como resultado do transporte de elétrons ao longo do complexo enzimatico presente na
membrana interna da mitocondria. Em uma série de reacOes de reducdo e oxidacdo, 0s

elétrons sdo conduzidos ao longo da membrana, passando de um complexo ao outro, até
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atingirem seu destino final, onde se combinam ao O, molecular, o elemento mais
eletronegativo, o qual é reduzido em 2H,0. Essa necessidade de O, da ao processo de
transporte de elétrons a denominacdo de cadeia respiratdria, responsavel pelo maior gasto de
O, do organismo (HARVEY e FERRIER , 2012).

O ciclo de Krebs é uma via catabolica central e universal por meio do qual os
compostos derivados da degradacdo sdo oxidados a CO, com maior parte da energia da
oxidacdo temporariamente armazenada na forma de NADH e FADH. S0 essas coenzimas
ricas em energia que durante o metabolismo aerdbico transferem elétrons ao O, e a energia é
capturada na forma de ATP (CAMPBELL e FARRELL, 2015).

4.3.3 Ureagénese

A ureagénese desempenha funcGes que sdo de grande importancia para 0 organismo
animal, incluindo a remocdo do excesso de aminoacidos requerido para 0S Processos
anabdlicos, regulacdo do balanco acido-basico, remocéo do excesso de NH3 proveniente do
trato gastrointestinal, permanecendo o suficiente para proporcionar substrato para reacées tais
como a sintese de acidos nucléicos e mantendo a concentracdo abaixo do limiar que
ocasionaria toxidade para o sistema nervoso central (LOBLEY, 1995).

As variagdes no gasto de O, pela ureagénese podem estar relacionadas a fatores como
a alteracdo da disponibilidade de amdnia ao figado. Condi¢Ges em que a concentracdo de N na
dieta é elevada, de alta degradabilidade ruminal, ou quando a disponibilidade de carboidratos
rapidamente fermentaveis ndo esta em quantidade, ou velocidade de degradacdo compativel a
taxa de producdo de amonia no rimen, aumentam a liberagdo de N-NH3 para o sangue portal.
Alta captacdo de AA pelo figado ocorre com excessiva liberagdo pelos TDVP em relacdo as
exigéncias para sintese de proteina nos tecidos periféricos, baixa disponibilidade de
propionato ou lactato relativo a necessidade para a gliconeogénese e/ou alta captacdo de
amonia pelo figado (REYNOLDS, 1992).

Precursores neoglicogénicos interferem na ureagénese através do aumento da sintese
de aspartato, que fornece o segundo atomo de N para a sintese da molécula de ureia e que
também é um substrato limitante para a sintese de glicose. O aspartato € precursor do
oxaloacetato citosdlico e € transferido da mitocondria para o citosol em troca com o glutamato
(BAREJ, 1987).

Durante o processo de sintese de ureia ttm-se um custo energético para o animal, onde

sdo gastos quatro moléculas de ATP (séo gastos 3 ATP e formados 2 ADP e 1 AMP e na
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conversdo de AMP para ADP ha o gasto de mais um ATP) para cada molécula de ureia
sintetizada, porém essa situacdo parece ser contrabalanceada, em parte, pela sintese de uma
molécula de fumarato. No ciclo de Krebs, o fumarato libera um NADH, o qual pode resultar
na sintese de trés moléculas de ATP quando oxidado na cadeia respiratéria mitocondrial.
Devido a esse fato, o gasto liquido de energia para sintetizar ureia parece ser melhor do que o
tradicionalmente proposto (KOZLOSKI, 2011).

A ureagénese hepatica (Figura 5) depende da disponibilidade de quantidades
equivalentes de molares de amonia livre e aspartato citosélico. O ciclo da ureia inicia no
interior da mitocondria, entretanto os trés seguintes passos ocorrem no citosol, com isso, 0
ciclo abrange dois compartimentos diferentes. A amonia que chega ao figado oriunda de
processos metabdlicos, assim como, amdnia que chega com a veia porta originada da
oxidacdo de aminoacidos pelas bactérias ruminais/intestinais. A amonia presente no interior
da matriz mitocondrial hepética é reunida com CO; que esta presente na forma de bicarbonato
HCOj3 que foi produzido pela respiracdo mitocondrial, para formar o carbamoil fosfato, sendo
essa reacdo dependente de ATP, catalisada pela carbamoil fosfato sintetase | (NELSON e
COX, 2008).

O carbamoil fosfato ingressa no ciclo da ureia, doando seu grupamento carbamoil para
a ornitina, formando a citrulina e liberando Pi. A citrulina passa para o citosol, na qual é
adicionado um segundo grupamento amino (originado do aspartato na mitocondria,
transportado para o citosol) formando o argininossuccinato, catalisado pela enzima
argininossuccinatosintetase.  Depois 0 argininossuccinato é clivado por uma
argininossuccinase liberando arginina e fumarato, que séo também intermediarios do ciclo do
acido citrico mitocondrial. Por Ultimo a enzima citosolica arginase hidrolisa arginina em
ornitina e ureia, sendo que a ornitina é transportada para o interior da mitocéndria onde inicia
novamente o ciclo (NELSON e COX, 2008).

Arginina tém funcéo de ativador mitocondrial da n-acetil glutamato sintetase (uniéo do
acetil-CoA mais glutamato). N-acetil glutamato sintetase ativa a Carbamil-P sintetase | que é
responsavel pela incorporacdo de aménia na Carbamil-P. Tendo-se aumento da arginina, tém-
se consequentemente aumento da incorporacdo de aménia ao ciclo da ureia (NELSON e
COX, 2008).

Praticamente toda a amonia presente na circulacdo portal é captada pelo figado. Uma
pequena parte da amonia € utilizada em reacdes de transaminagdo para a sintese de compostos

protéicos, mas a maior parte é convertida em ureia (KOZLOSKI, 2011).
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O papel da ureagénese hepéatica no metabolismo de N é prevenir que a amonia passe
pelo figado e atinja a circulagdo periférica em niveis toxicos ao animal e prover uma via de
excrecdo dos AA que estdo em excesso as exigéncias corporais (LOBLEY et al., 2000).

As caracteristicas e atividade metabolica dos hepatocitos periportais sao diferentes dos
perivenosos, onde 0s hepatdcitos periportais tém alta capacidade de captacdo de aménia, mas
as enzimas envolvidas nesse processo, particularmente a carbamoil sintetase tem baixa
afinidade por esta molécula (km de 1 a 2), ja 0s perivenosos nao sintetizam ureia, mas sao
capazes de captar amonia através da sintese de glutamina a partir de glutamato pela acdo da
glutamina sintetase, a qual tem baixa capacidade e alta afinidade por amonia (km de 0,1 a 0,3
mM). A efetividade desses dois sistemas de captagcdo garante que mais de 98% da amonia

absorvida seja neutralizada como ureia no figado (KOZLOSKI, 2011).
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Figura 4 — Representacdo esquemaética do Ciclo da Ureia e as reacfes que nele introduzem os
grupos amino (NELSON e COX, 2008).

N&o esta completamente esclarecido se a ureagénese € ativa ou passivamente
controlada e quais sdo os fatores envolvidos. Porém, as concentracfes e atividades das

enzimas do ciclo da ureia podem controlar a ureagénese (LOBLEY et al., 2000).
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4.3.4 Neoglicogénese

O requerimento metabolico de glicose ndo difere entre ruminantes e ndo-ruminantes,
entretanto a absorcao de glicose pelo trato gastrointestinal em ruminantes é baixa, limitada a
dietas ricas em amido. Assim, a habilidade de sintetizar glicose a partir de precursores nao
glicoliticos é obrigatoria, Os grupos carbono da glicose podem ser fornecidos pelo propionato,
assim como outros compostos como o lactato, valerato, glicerol ou ainda pelos aminoéacidos
neoglicogénicos (VAN SOEST, 1994).

As taxas de utilizacdo de glicose pelos ruminantes sdo semelhantes as dos
monogastricos, sendo 50 a 55% da glicose metabolizada pelo tecido muscular, 20 a 30% pelos
TDVP, 0 a 15% pelo figado e 10% pelo cérebro. O figado produz aproximadamente 85% da
glicose utilizada pelo organismo nos ruminantes, sendo esta producéo resultante da sintese de
novo de glicose atraves de muitos precursores, sendo eles: propionato principalmente, L-
lactato, aminoacidos gliconeogénicos (alanina e glicina), e glicerol (ORTIGUES-MARTY;
VERNET; MAJDOUB, 2003).

A neoglicogénese hepéatica tém um custo energético significativo e variavel,
dependendo do substrato disponivel. A sintese de glicose a partir do propionato implica um
balanco negativo de 4 moles de ATP por mol de glicose produzida, na sintese de glicose a
partir do lactato o balango é 6 moléculas de ATP negativo, e quando a partir do glicerol o
balanco é de 4 moléculas de ATP positivo. Quando os aminoacidos se tornam 0s precursores,
o0 balanco de ATP na rota neoglicogénica torna-se amplamente varidvel quando o somatério €
feito a partir dos diferentes intermediarios do ciclo de Krebs gerados por eles. No estado
alimentado, os principais precursores de glicose no figado sdo o propionato, e 0s aminoacidos
alanina e glicina e, quando a partir desses substratos a neoglicogénese tém um custo
energético bastante significativo (KOZLOSKI, 2011).



5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL E EPOCA

Foram conduzidos dois ensaios, um de digestibilidade e outro de metabolismo
visceral, nas instalacdes do Laboratorio de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes
(LABRUMEN), pertencente ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa
Maria. Os ensaios foram desenvolvidos no periodo de marco de 2014 a fevereiro de 2016,
contemplando todas as atividades referentes a dissertacdo: preparacdo dos animais, cirurgia,
coleta de amostras, analise de amostras, obtencdo de resultados e interpretacdo dos mesmos.

5.2 ENSAIO 1: DIGESTIBILIDADE

5.2.1 Animais, dietas e periodo experimental

O protocolo de pesquisa seguiu as diretrizes recomendadas pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria, protocolo 23081.000480/2012-01.
Quatro ovinos machos, adultos e castrados da raca Texel (45t 2,5 kg PV) foram utilizados
para mensurar o valor energético da dieta experimental unicamente. Por isso ndo estdo
incluidos tratamentos, esse ensaio teve por objetivo a caracterizacdo da dieta a fim de
complementar os resultados obtidos no ensaio de metabolismo visceral. Antes do inicio do
ensaio de digestibilidade, os animais foram tratados com medicacdo antiparasitaria e
casqueamento corretivo. Os animais foram alojados em baias individuais, livres de condicdes
estressantes.

O periodo experimental foi de 21 dias, sendo os 14 primeiros dias para a adaptacdo
dos animais as instalacdes e a dieta, e os ultimos 7 dias destinados a coleta de amostras.

A dieta ofertada foi composta por feno de Tifton (Cynodon spp.) e suplementacédo com
concentrado proteico a base de farelo proteinado de milho, em quantidades restritas a 2,5% do
peso vivo (PV) e 0,7% PV respectivamente. A quantidade diaria de alimento a ser ofertado
era dividida em trés por¢des iguais e fornecida as 08:00, 12:00 e 17:00 horas. Sal mineral e

agua estiveram permanentemente disponiveis.
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5.2.2 Coleta de amostras

Durante o periodo experimental o alimento ofertado foi pesado e amostrado
diariamente entre 0 14° e 0 20° dia. As sobras do alimento ofertado foram coletadas do 15° ao
21° dia, assim como o total de fezes excretadas, de forma cumulativa, para a obtencdo da
producéo total. Alimentos, sobras e fezes foram armazenados congelados a -20° C para
posterior amostragem.

Apds o término do periodo experimental, alimentos, sobras e fezes obtidos durante a
coleta foram descongelados, pesados, homogeneizados e uma amostra representativa do total
(10%) foi coletada para cada um dos animais. Essas amostras, posteriormente, foram secas a
55 °C durante pelo menos 72 h em estufa com ventilagdo forcada, e moidas (moinho tipo
Willey, Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA, EUA) em peneira com porosidade de 1 mm para

as analises quimicas. Os valores obtidos foram utilizados para o calculo da digestibilidade.

5.2.3 Andlises quimicas

A determinacdo do teor de matéria seca (MS) das amostras de alimento, sobras e fezes
foi realizada por volatilizacdo através de secagem em estufa a 110 °C durante pelo menos 8 h.
O contetdo de matéria mineral (MM) foi determinado por combustdo da matéria organica em
mufla a 600 °C durante 4 h. Assim, o teor de matéria organica (MO) foi calculado por
diferenca de massa (MS — MM). Também foi avaliado o conteddo de nitrogénio total através
do método Kjeldahl (Método 984.13; AOAC, 1997).

A analise de fibra em detergente neutro (FDN) foi realizada com base nos
procedimentos descritos por Mertens (2002) com uso de a-amilase termoestavel. As
determinacGes de fibra em detergente &cido (FDA) foram realizadas de acordo com o método
973.18 da AOAC (1997) exceto que as amostras de FDN e FDA foram pesadas dentro de
sacos filtro de poliéster (porosidade 16 um) e tratadas com detergente neutro e acido,
respectivamente, por 40 minutos em autoclave a 110°C conforme Senger et al., (2008).

Apenas para as amostras de alimentos foram analisadas as concentracdes de extrato
etéreo (EE) utilizando o aparelho Ankon XT15 (Nova York, EUA), tratando a amostra com

éter de petroleo a 90°C por 60 minutos.
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5.3 ENSAIO 2: METABOLISMO VISCERAL

5.3.1 Preparacao dos animais e delineamento experimental

Foram utilizados quatro ovinos machos, adultos e castrados da raca Texel (45 + 2,5 kg
PV), em um delineamento experimental Quadrado Latino 4 x 4, com periodos experimentais
de 1 dia, totalizando 4 periodos.

Os animais passaram por uma implantacdo cirlrgica de cateteres permanentes nos
ramos da veia mesentérica, porta e hepatica, assim como dissecacdo e elevagdo da artéria
carétida para o subcutaneo, fixada através da musculatura. O procedimento cirdrgico
obedeceu todas as exigéncias do Comité de Etica, contemplando medicacbes anestésicas,
analgesicas, anti-inflamatorios e antibidticos, contando com a participacdo de profissionais
especializados em tais procedimentos. Ap6s a intervencao cirdrgica, 0s animais passaram por
um periodo de recuperacdo minimo de quatro semanas, se prolongando de acordo com as
necessidades, periodo no qual, foram monitorados através de um exame clinico especifico da
espécie, além da avaliacdo e controle da dor, langcando méo da anélise de cortisol sanguineo e
hemogasometria. Ainda, receberam uma dieta de alta densidade energética e proteica, com

livre acesso a agua e sal mineral, a fim de obter uma melhor recuperacéo.

5.3.2 Conducédo do experimento

A dieta ofertada no ensaio de metabolismo visceral foi a mesma do ensaio de
digestibilidade, compreendendo feno de tifton (2,5% PV) e concentrado a base de farelo de
gluten de milho (0,7% PV), com &gua e sal mineral ofertados a vontade (Tabela 1). Apds um
periodo de adaptacdo de 14 dias a esta dieta, os animais foram submetidos, sequencialmente, e
de acordo com o delineamento proposto aos seguintes tratamentos: cloreto de sodio 0,9%,
bicarbonato de aménio (NH;HCO3) 0.25M (375 umol/min), L-alanina hidrocloridrica 0.25M
(375 umol/min) ou L-arginina hidrocloridrica 0.125M (188 umol/min).

A cada semana, um unico animal passou pelos quatro diferentes tratamentos
(periodos) durante quatro dias consecutivos. No 15° dia, foi implantado nos animais um
catéter (22 gauges, 0,9 mm d.e. e 25 mm comprimento, Descarpack, SP, Brasil) na artéria
carétida, acoplado a uma extensdo com uma torneira de trés vias, que permaneceu durante

todos os periodos de coleta.
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Tabela 1 — Composicao quimica dos alimentos ofertados durante o ensaio de digestibilidade e
de metabolismo visceral

Item? Feno de Tifton D.P.2 Concentrado D.P.2
Proteico

MS(%) 81,39 0,05 87,38 0,38
Composicao (% na MS)

MO 93,99 0,16 93,65 0,34
FDN 73,72 6,28 46,45 0,6

FDA 33,29 3,1 11,63 0,27
PB 7,50 0,07 24,84 0,46
EE 1,50 0,06 4,13 0,2

'Avaliacdo da composicdo do alimento, onde MS=Matéria Seca, MO=Matéria Organica, FDN=Fibra em
Detergente Neutro, FDA=Fibra em Detergente Acido, PB= Proteina Bruta e EE= Extrato Etéreo. 2D.P.= Desvio
Padréo.

5.3.3 Coleta de amostras

Para a obtencdo dos valores de fluxo de sangue através dos TDVP e figado dos
animais, foi realizada a infusdo na veia mesentérica de 15 mL (primed) de paraminohipurato
(PAH), seguido de infusdo continua (1,5 mL/minuto) de uma solucdo de PAH a 1,5 % (p/v),
pH 7,4, com auxilio de uma bomba de infusdo. O PAH (Sigma-AldrichCo., St. Louis, MO,
USA) foi preparado utilizando-se agua deionizada de acordo com Huntington, Reynolds e
Stroud,(1989), filtrado em filtros de celulose (papel filtro quantitativo, porosidade 7.5 micras,
didametrol12.5, Nalgon, Alemanha), o pH ajustado a 7,4 com hidréxido de sddio (NaOH) ou
acido cloridrico (HCI), autoclavado a 110°C por 20 minutos e armazenado a 4 °C em frascos
de vidro até as infusdes. O PAH foi infundido nos animais a temperatura ambiente,
utilizando-se equipos esterelizados (Cale Parmer), equipados com um filtro (0,45 pm)
acoplado na extremidade do equipo.

Cinco horas apds a alimentacdo da manhad (08:00), iniciou-se a infusdo de PAH
(primed + infusdo continua). Esta infusdo permaneceu constante até o ultimo horario de
coleta. A primeira coleta foi realizada 40 minutos apos o inicio da infusdo. Foram no total sete
horéarios de coletas com intervalo de 30 minutos entre elas, sendo realizadas amostragens de
sangue portal, hepético e arterial, simultaneamente, utilizando seringas heparinizadas. Duas
amostras de cada tipo de sangue foram coletadas, uma com o auxilio de seringa de 1 mL e
outra com seringa de 8 mL. As amostras coletadas em seringas de 1 mL foram mantidas em
suas respectivas seringas em caixas de isopor com gelo e encaminhadas para analise

gasométrica num prazo maximo de 2 horas. Dessa amostra de 8 mL, 6 mL foram transferidas
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para tubos cénicos de centrifuga contendo fluoreto de sodio 35% (NaF), centrifugadas
(Eppendorf, modelo 5416, Alemanha) a 2200 rota¢des por minuto durante 20 minutos, e 0
plasma coletado e armazenado a —20°C para posterior analise. Os 2 mL restantes foram
armazenados na forma de sangue total para a analise de hemoglobina, além de ser utilizado
para a confecgdo de capilares que foram processados em uma centrifuga especifica para
micro-hematocrito.

Durante os trés primeiros horarios de coleta de sangue, que correspondem aos
primeiros 90 minutos de infusdo, em todos os tratamentos/periodos foram infundidos: solucao
de PAH 1,5% a uma taxa de 1,5 mL/min concomitante ao cloreto de sddio 0,9% a uma taxa
de 1,5mL/min (totalizando 3 mL/min), a fim de obter amostras controle. Nos quatro Gltimos
horérios de coleta, que correspondem ao periodo de 90 a 210 minutos de infusdo, foram
infundidos: solucdo de PAH 1,5% a uma taxa de 1,5 mL/min concomitante a um dos quatro
tratamentos: cloreto de sodio 0,9%, NH;HCO;3 (0.25M), L-alanina hidrocloridrica (0.25M) ou
L-arginina hidrocloridrica (0.125M) uma taxa de 1,5mL/min (totalizando 3 mL/min). As
solucdes foram infundidas com auxilio de uma bomba de infusdo (Cole Palmer Instrument,
modelo 200-CE, EUA).

A paténcia dos catéteres durante as coletas de sangue foi mantida por flushing com
solucdo fisiolégica contendo 20 Ul de heparina/mL (0,5 mL heparina em 125 mL de solu¢éo)
e entre os periodos de coleta por flushing com solucgéo fisioldgica contendo 200 IU heparina,
0.01 ml penicilina/ampicilina e 0.01 mL de alcool benzilico/mL de solu¢do (HUNTINGTON;
REYNOLDS e STROUD, 1989). Assim, a cada 125 mL de solucdo fisioldgica foram
adicionados 1,25 mL de alcool benzilico P.A. (Synth, Diadema, SP, Brasil), 5 mL de heparina
contendo 25000 Ul, totalizando 200 Ul para cada mL, e benzilpenicilina potassica 5000000
Ul contabilizando 40000 Ul para cada 1 mL ou 1 grama de ampicilina sédica totalizando 8

mg para cada 1 mL.

5.3.4 Analises Quimicas

A andlise gasométrica das amostras de sangue foi realizada em equipamento
automatico (AVL 990 Busy, Austria) do qual foram obtidos os valores de saturacdo de O,
pO, (pressédo parcial de oxigénio), pCO, (pressdo parcial de gas carbonico), pH.

O volume de células vermelhas das amostras de sangue total foi determinado com uso
de tubos capilares em microcentrifuga (Centimicro Quimis, Mod. Q 222H/HM, S&o Paulo,
Brasil).
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Imediatamente apds a coleta, as amostras foram tratadas a determinacdo de PAH. O
método escolhido foi o sulfonato-naftileno. Através dos valores obtidos nessa andlise, foi
possivel calcular o fluxo de sangue nos animais. As amostras de plasma foram tratadas
inicialmente com &cido tricloroacético 5% (TCA), sendo uma aliquota de 1000 pL de plasma
desproteinizada com 9000 pL de &cido tricloroacético 5%. Apds a precipitacdo da amostra, a
mesma passou por uma filtracdo rapida (papel filtro quantitativo, porosidade 7.5 micras,
diametro 12.5, Nalgon, Alemanha). Depois de filtrada, a amostra permaneceu por duas horas
em banho-maria a 90°C, e posteriormente foi analisada para a concentracdo de PAH
utilizando método colorimétrico descrito por Huntington et al., (1982) com algumas
modificagdes.

A hemoglobina sanguinea foi determinada colorimetricamente ap0s conversdao para
cianometahemoglobina em amostras de sangue total, contando com a utilizacdo de Kits
comerciais (Bioclin K023, MG, Brasil). As concentraces plasmaticas de glicose (Bioclin
K082, MG, Brasil) e ureia (Bioclin K047, MG, Brasil) também foram determinadas através de
Kits comerciais, sendo os dois testes enzimatico-colorimétricos. A concentracdo plasmatica
de aménia foi analisada pelo método fenol-hipoclorito conforme descreve Weatherburn
(1967).

5.3.5 Método de utilizacdo das analises quimicas

A partir das analises colorimétricas de metabdlicos foram estabelecidas quatro
maneiras de utilizagdo dos resultados obtidos em relacdo a analise estatistica. Essas
alternativas foram classificadas em método A, B, C e D. As analises colorimétricas foram
realizadas no plasma, utilizando reagente e comprimento de onda especificos.

No método A, as amostras obtidas em cada horario de coleta foram analisadas em
triplicata, e foram utilizados para os calculos da média de cada horario apenas os dois valores
que tiveram o menor Coeficiente de Variacdo. Para o método B, a analise quimica foi
realizada em triplicata, e os trés valores obtidos foram utilizados para os célculos.

Para os métodos C e D, duas amostras compostas por animal e por periodo, foram
obtidas, sendo uma representativa do tratamento controle, que corresponde aos primeiros trés
horérios de coleta, e outra representativa de um dos tratamentos, que corresponde aos 4
ultimos horérios de coleta. Assim, no método C, as amostras foram analisadas em triplicatas,

e o0s valores de absorbéncia obtidos foram ajustados de acordo com o0 peso de amostra



34

pipetado em cada tubo de ensaio. Para 0 método D, a andlise foi realizada em triplicata,
entretanto os valores obtidos de absorbancia ndo foram ajustados de acordo com o0 peso.

5.4 CALCULOS

O estudo da producéo ou utilizacdo de um metabdlito em um 6rgéo especifico requer
conhecimento da taxa de entrada e saida do metabdlito no 6rgdo. Assim, o fluxo de sangue
juntamente com a diferenca na concentracdo do metabolito em um determinado 6rgao origina
esta informacao.

O fluxo de sangue (FS) através dos tecidos drenados pela veia porta (TDVP), figado e
tecidos viscerais (TV) foi calculado de acordo com Katz e Bergman (1969) como:

FS (L/h) = IRPAH/(VPAH — APAH)
onde, IRPAH é a taxa de infusdo do PAH (mg/h), VPAH e APAH sdo a concentracdo de PAH
(mg/L) nos sangues venosos (portal ou hepético) e arterial, respectivamente.

A concentracdo de O, (mL/L) foi calculada de acordo com Huntington e Tyrrell
(1985) utilizando a seguinte equacdo e representa a soma da ligacdo Hemoglobina-O; e a
quantidade de O, dissolvido:

O, (ML/L): [(% O,/100) x 1,34 xHgb + (0,023 % (pO,/760 mmHg)) x 1000]
onde, % O, é a percentagem de saturacdo de O, 1,34 é a capacidade maxima de transporte de
O, pela hemoglobina (mL O,/g hemoglobina), Hgb é a concentracdo de hemoglobina no
sangue (g/L), 0,023 ¢ o teor de O, dissolvido no sangue (mL/mL sangue) e pO, é a pressao de
O, (mmHg).

A utilizacdo de O, pelos TDVP e TV foi calculada multiplicando-se o FS portal ou
hepético pela respectiva diferenca venosa-arterial da concentracdo de O,. A utilizacdo de O,
pelo figado foi calculada como a diferenca entre a quantidade utilizada pelo sistema visceral
total (TV) menos a quantidade utilizada pelos TDVP.

O fluxo portal ou visceral liquido dos metabdlitos foi estimado como a diferenca entre
a concentracdo portal ou hepatica menos a concentragdo arterial do nutriente, multiplicado
pelo fluxo de sangue portal ou hepatico, respectivamente. Considerando o metabolismo
visceral total o resultado da soma do metabolismo portal e hepatico, entdo o metabolismo
hepatico (uso de oxigénio, producdo de ureia e producdo de glicose) foi calculado como a
diferenga entre o fluxo visceral menos o fluxo portal liquido dos metabdlitos.

A producédo de calor (H, kcal/dia) pelos TDVP e TV foi calculada assumindo um

equivalente de calor de 4,89 kcal/L de O,, conforme descrito por McLean, (1972):
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H= 0O, (L/h) x 4,89 x 24
Os valores proporcionais foram obtidos ao dividir o valor de metabolitos (PAH,

glicose, ureia, amonia e oxigénio) pos infusdo pelo valor imediatamente anterior a infusao.

5.5 MODELO MATEMATICO E ANALISE ESTATISTICA

Foi calculada a média de todas as variaveis nas duas primeiras horas de infuséo e nas
duas horas finais de infusdo e a diferenca das medias dentro do mesmo periodo (0-90 minutos
ou 90-210 minutos) entre os diferentes tratamentos. A variancia dos dados foi analisada pelo
PROC MIXED, de acordo com o seguinte modelo:

Yij= U + Ait+ Pj+ Tyt ejju
onde: A, P, T representa os efeitos dos animais, periodos e tratamento (infusdo de compostos
nitrogenados no Ensaio 2), i a média das observacdes e ejjq 0 erro residual.

Através dos valores de Erro Padrdo da Média (EPM) obtidos na anélise de variancia
dos dados, foi possivel comparar as quatro diferentes metodologias, sendo os valores de EPM
comparadas pelo teste de Tukey. Significancia foi atribuida quando P < 0,10. Assim, a
metodologia que obteve os menores valores de EPM foi eleita como a mais adequada e foi

apresentada.



6 RESULTADOS

6.1 ANIMAIS

Condicdes de saude e bem-estar foram rigorosamente atendidas, viabilizando finalizar
0 experimento com os animais livres de enfermidades e com todos os catéteres patentes.
Apesar do intenso cronograma de coleta de sangue, um rigido controle do hematocrito
sanguineo foi instaurado, a fim de manté-lo em niveis compativeis com a saide dos animais.
Ao observar valores de hematdcrito abaixo de 18%, a medida adotada seria a suspensdo das

coletas de sangue. No entanto, em apenas um caso essa medida foi necessaria.

6.2 CONSUMO E DIGESTIBILIDADE

A dieta ofertada para os animais foi calculada com o auxilio do software Cornell Net
Carbohydrate and Protein System (CNCPS) especifico para ovinos, de forma a contemplar as
exigéncias de mantenca dos animais. O consumo dos animais manteve-se em torno de 1,6%
do peso vivo (PV).

Os resultados médios de consumo de matéria organica (CMO), digestibilidade da
matéria organica (DMO), excrecdo fecal de matéria organica (EFMO), assim como, consumo
de fibra em detergente neutro (CFDN), digestibilidade da fibra em detergente neutro (DFDN),
excrecdo fecal de fibra em detergente neutro (EFDN) e consumo de nitrogénio (CN),
digestibilidade do nitrogénio (DN) e excrecdo de nitrogénio fecal (EFN) sdo apresentados

(tabela 2) a sequir.
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Tabela 2 — Consumo, digestibilidade e excrecdo fecal da matéria organica (CMO, DMO,
EFMO), fibra em detergente neutro (CFDN, DFDN, EFFDN) e nitrogénio (CN,
DN, EFN) em ovinos alimentados com feno de tifton e refinazil

ltem® Medidas de disperso
Média Desvio Padréo® Coef. Variacéo®

CMO (g/Kg PV) 16,86 2,30 13,66
DMO (%) 65 3 4,61
EFMO (g/Kg PV) 5,48 0,61 11,11
CFDN (g/Kg PV) 10,64 1,67 15,65
DFDN (%) 65 4 5,75
EFFDN(g/Kg PV) 3,69 0,48 12,91
CN (g/Kg PV) 0,39 0,04 11,37
DN (%) 74 2 2,65
EFN(g/Kg PV) 0,10 0,01 9,17
CMOD (g/Kg PV) 10,35 1,71 16,56
Consumo ED Kcal/dia 1929,25 281,86 14,61

Consumo, digestibilidade e excrecdo fecal dos componentes da dieta, onde CMO= consumo de matéria
organica, DMO= digestibilidade da matéria organica, EFMO = excrecdo fecal da matéria organica, CFDN=
consumo de fibra solGvel em detergente neutro, DFDN= digestibilidade da fibra soltvel em detergente neutro,
EFFDN= excre¢do fecal de fibra solivel em detergente neutro, CN= consumo de nitrogénio, DN=
digestibilidade do nitrogénio, EFN= excrecéo fecal de nitrogénio em gramas (g)/ Kg (quilograma) de peso vivo
(PV). 2D.P.= Desvio Padr&o demonstrando dispersao em relagéo a média.>C.V.= coeficiente de variagao.

6.3 ERRO PADRAO DA MEDIA COMO CRITERIO DE ESCOLHA

Como ja foi citado anteriormente, foram considerados quatro diferentes métodos
analiticos para avaliacdo estatistica dos dados. O critério de escolha adotado foi baseado em
qual dos métodos analiticos que daria origem aos menores valores de erro padrdo da média

(EPM). Sendo assim, determinou-se o método A como fonte dos dados obtidos no estudo.
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Tabela 3 — Variabilidade (i.e. erro padrdo da média (EPM)) das medidas de concentracao
plasmatica e de fluxo visceral de metabdlitos em ovinos em fun¢do do método

analitico?
_ Método Analitico
Variavel p*
A B C D
Concentracéo sanguinea (mg/L)
PAH 5,45° 5,44" 6,59 6,522 0,0001*
Amonia 0,43 0,43 0,36 0,27 0,314
Ureia 16,37 16,37 15,23 15,14 0,963
Glicose 56,522 56,48 32,99° 31,57° 0,0001*
Fluxo Portal (mg/L)
Oxigénio 432,23 495,75 363,13 432,23 0,302
Amonia 60,13 63,15 62,48 67,60° 0,745
Ureia 57,90 62,15 76,38 170,85° 0,051*
Glicose 388,80 651,00 431,80 735,40 0,105
Fluxo Hepético (mg/L)
Oxigénio 289,18° 444,68 435,23% 289,18" 0,003*
Amonia 60,98 63,20 63,33 70,65 0,665
Ureia 77,95 83,73" 119,55% 153,08° 0,003*
Glicose 634,90 735,10 699,50 1005,70 0,218
Fluxo Visceral (mg/L)
Oxigénio 604,10 781,00 684,70 604,10 0,208
Amonia 5,48P 5,82° 30,832 30,98 0,0001*
Ureia 54.20P 60.40% 84.90° 130.60° 0,008*
Glicose 405,50 74550 666,40 859,60 0,265

*Probabilidade de diferenga. tMétodos Analiticos: A: Amostras de plasma obtidas com intervalo de 30 minutos,
analisadas em triplicata, porém utilizadas para o calculo de valor médio apenas as duas que tiveram o menor CV
entre si. B: Amostras de plasma obtidas com intervalo de 30 minutos, analisadas em triplicata, sendo todos
resultados utilizados para o calculo do valor médio. C: Amostras de plasma obtidas com intervalo de 30 minutos,
formando duas amostras compostas, uma do intervalo 0-90 minutos e outra do intervalo de 90-210, analisadas
em triplicata, sendo o valor de absorbancia corrigido de acordo com o peso. D: Amostras de plasma obtidas com
intervalo de 30 minutos, formando duas amostras compostas, uma do intervalo 0-90 minutos e outra do intervalo
de 90-210, analisadas em triplicata, sendo o valor de absorbancia nao corrigido de acordo com o peso. Médias
seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (10 %).
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A concentragdo de glicose plasmatica (Tabela 3) apresentou menor valor de EPM
quando originada pelas metodologias C e D, em comparacdo aA e B. Os valores de EPM
encontrados para PAH, entretanto, foram menores (P=0,0001) para os métodos A e B do que
para C e D.

Os fluxos portal, hepatico e visceral dos metabolitos amonia, ureia e oxigénio
apresentaram menores valores de EPM nos métodos A e B, sendo que 0 método A prevaleceu
em relacdo ao B. O fluxo portal de glicose apresentou tendéncia (P<0,20) de valores de EPM
menor no método analitico A que os outros métodos analiticos. O fluxo portal de ureia foi
menores (P<0,10) para o método analitico A. O valor de EPM referente ao fluxo hepatico de
oxigénio foi menor (P=0,03) nos métodos analiticos Ae D do queem B e C.

Os valores de EPM relativos aos fluxos visceral de amonia e de ureia foram menores

(P<0,10) nos métodos analiticos A e B em analogia aos demais.

6.4 CONCENTRACAO E FLUXO DOS METABOLITOS

A concentracdo plasmatica de PAH arterial, portal e hepatica (Tabela 4) néo
apresentou diferencas entre os tratamentos, visto que a infusdo de PAH foi continua e
semelhante em todos os tratamentos.

O fluxo de plasma visceral, assim como o fluxo de sangue visceral, apresentou
diferenca (P>0,10) entre os tratamentos nos primeiros 90 minutos de infusdo. O tratamento
controle apresentou menores valores de fluxo em relacdo aos demais, provavelmente por

questdes relacionadas a solucgéo infundida.
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Tabela 4 — Concentragédo de acido paramino-hipdrico (PAH), fluxo de plasma (FP) e fluxo de
sangue (FS) pelos tecidos drenados pela veia porta (TDVP), figado e tecidos

viscerais (TV) em ovinos infundidos com diferentes tratamentos.

Item Tratamentos
Tempo (min.)> NaCl Bic.Amdnio Alanina Arginina EPM p*
PAH mg/L
PAH Arterial 0-90 36,5 40,5 43,3 40,3 548 0,5389
90-210 41,3 43,5 435 41,3 548 0,7234
Proporgéo 1,145 1,08 1,015 1,02 0,06 0,4397
PAH Hepético 0-90 51,00 51,50 5480 4950 546 0,6478
90-210 53,50 55,30 5550 52,30 5,46 0,4983
Proporgao 1,06 1,08 1,03 1,05 0,03 10,7272
PAH Portal 0-90 51,50 54,00 5580 51,80 552 0,7101
90-210 56,00 58,50 57,30 5450 546 0,4983
Proporcao 1,09 1,09 1,04 1,05 0,04 0,6392
Fluxo Plasma L/h
FPP 0-90 97,80 108,30 117,30 121,00 15,73 0,1263
90-210 93,50 92,00 104,30 105,30 9,32 10,4817
Proporgao 1,01 0,89 0,93 0,88 0,11 05641
FPV 0-90 104,50  134,30°  127,50° 142,00° 16,99 0,0826
90-210 111,30 117,80 120,30 121,80 10,68 0,8185
Proporgéo 1,16 0,93 0,97 0,86 0,14 0,3029
Fluxo Sangue L/h
FSP 0-90 122,50 136,00 146,00 151,00 19,82 0,1446
90-210 11500 114,80 130,30 130,20 11,32 0,4091
Proporcéo 0,98 0,89 0,93 0,88 0,11 0,7069
FSV 0-90 131,00°  168,30°  158,80° 177,30° 20,89 0,0897
90-210 137,00 146,30 150,00 150,80 12,64 0,7854
Proporcao 1,13 0,93 0,98 086 0,13 0,3595

*Probabilidade. 2Solu¢do salina (controle) foi utilizada durante os primeiros 90 minutos em todos os tratamentos.
3Erro padrdo da média, n=4 por tratamento. Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo

teste de Tukey (10 %).
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Tabela 5 — Concentragdo sanguinea e captacdo de oxigénio pelos tecidos drenados pela veia
porta (TDVP), figado e tecidos viscerais (TV) em ovinos infundidos com solugéo
salina ou com 375 umol N/min de diferentes compostos nitrogenados.

Item Tempo Tratamentos
(min.)>  NaCl Bic.Amdnio Alanina Arginina EPM® P*
Concentracéo Oxigénio (mg/L)
Oxigénio Arterial 0-90 105,80 104,30 104,00 111,50 7,99 0,8065
90-210 106,30 103,00 103,30 110,50 7,90 0,8056
Proporgéo 1,00 0,99 0,99 0,99 0,00 0,1112
Oxigénio Hepéatico  0-90 72,00 78,30 70,50 73,50 7,56 0,7654
90-210 71,50 67,80 66,00 69,80 7,49 0,8792
Proporcao 1,00 0,86 0,95 0,95 0,03 0,1169
Oxigénio Portal 0-90 82,3 84,5 81 88,5 7,47 0,7931
90-210 81,5 80,8 79,3 82,8 7,10 10,9626
Proporcao 0,99 0,96 0,97 0,94 0,02 0,4333
Fluxo Oxigénio (mL/h)
TDVP 0-90 -2892,00 -2704,30 -3294,80 -3515,00 532,48 0,2687
90-210 -2860,30 -2536,80 -3114,00 -3586,00 313,86 0,1126
Proporcao 1,06 1,02 1,00 1,06 0,12 10,9363
TV 0-90 -4446,50° -4369,80% -5267,00® -6709,50° 738,48 0,0711
90-210 -4767,50 -5173,50 -5577,50 -6126,30 429,83 0,1865
Proporgéo 1,19 1,29 1,07 0,93 0,17 10,3949
Figado 0-90 -1554,80° -1665,00% -1972,30%" -3194,80° 342,62 0,0477
90-210 -1906,80 -2637,30  -2463,30 -2540,00 225,78 0,1990
Proporcao 1,47 1,71 1,21 0,85 0,29 10,2000

*Probabilidade de diferenca entre os tratamentos empregados no estudo. 2Solugdo salina (controle) foi utilizada
durante os primeiros 90 minutos em todos os tratamentos. *Erro padrdo da média, n=4 por tratamento. Médias

seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (10 %).

A concentracdo sanguinea de O arterial, hepatica e portal ndo foi diferente (P>0,10)

entre os tratamentos aplicados nesse estudo (Tabela 5) nos dois intervalos de tempo.

A captacéo de O, pelos TDVP tendeu (P<0,20) em ser diferente entre os tratamentos,

sendo maior quando o composto arginina foi infundido, no intervalo de tempo de 90-210

minutos.
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A captacdo de O, pelos tecidos viscerais foi significativamente superior (P<0,10) para
o0 tratamento arginina em relagdo ao tratamento controle e bicarbonato de aménio no intervalo
de tempo de 0-90 minutos de infusdo (periodo controle), ou seja, antes de iniciar a infusdo dos
compostos nitrogenados em estudo. No intervalo de tempo de 90-210 minutos é possivel
observar numericamente uma maior captacao de O, para o tratamento arginina.

Do mesmo modo, a captacdo hepética de O, foi superior (P<0,10) para o tratamento
arginina em relacdo ao tratamento controle e bicarbonato de amonio no intervalo de tempo de
0-90 minutos de infusdo, que corresponde ao periodo controle. Entretanto, no intervalo de
tempo 90-210 minutos a captacdo hepética de O, tendeu (P<0,20) a ser maior no tratamento
bicarbonato de amonio, comportamento semelhante ao observado quando transformado em
valor proporcional.

A concentracdo plasmatica arterial, hepatica e portal de N-ureia (Tabela 6) quando
transformada em valores proporcionais foi significativamente maior (P<0,10) para o
tratamento bicarbonato de aménio em relagdo aos demais.

O fluxo de N-ureia em valores proporcionais nos TDVP apresentou tendéncia
(P<0,20) em ser maior no tratamento bicarbonato de amdnio.

O fluxo de N-ureia nos tecidos viscerais foi significativamente maior (P<0,10) quando
realizada a infuséo de bicarbonato de aménio no intervalo de 90-210 minutos. Nesse mesmo
intervalo de tempo, o fluxo hepéatico de N-ureia tendeu em ser maior (P=0,1038) no

tratamento bicarbonato de amdnio em relacdo ao controle e arginina.
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Tabela 6 — Concentragdo sanguinea e fluxo de N-ureia pelos tecidos drenados pela veia porta
(TDVP), figado e tecidos viscerais (TV) em ovinos infundidos com solugéo salina
ou com 375 pmol N/min de diferentes compostos nitrogenados.

Item Tratamentos

Tempo(min.)2 NaCl Bic.Amonio Alanina Arginina EPM P

Concentracéo de Ureia mg/L

Ureia Arterial 0-90 136,50 140,30 147,30 125,30 17,85 0,6617
90-210 130,80 145,50 138,50 123,00 18,01 0,5227
Proporcéo 0,96° 1,05 0,93° 0,99° 0,02 0,0306
Ureia Hepética 0-90 137,80 142,00 150,00 127,00 17,92 0,6373
90-210 132,50 148,80 140,80 125,30 18,31 0,4954
Proporcao 0,96 1,06° 0,93 0,99 0,02 0,0244
Ureia Portal 0-90 133,50 138,30 145,00 122,50 17,68 0,6413
90-210 128,00 141,50 135,30 120,80 17,71 0,5684
Proporcao 0,96 1,04° 0,93 0,98 0,02 0,0659
Fluxo N-ureia mg/h
TDVP 0-90 -285,30  -180,50 -270,00 -302,80 66,19 0,5134
90-210 -263,50  -342,00  -330,00 -274,50 51,36 0,6177
Proporcao 1,07 3,56 1,17 1,14 0,88 0,1878
TV 0-90 145,80 257,50 315,30 23550 54,94 0,1765
90-210 186,00°  409,80°  272,30° 244,30° 59,22 0,0557
Proporgéo 1,48 2,21 0,92 2,43 1,02 0,6030
Figado 0-90 431,00 437,50 585,50 538,30 69,39 0,3056
90-210 449,80°  752,00° 602,00° 518,80* 89,15 0,1038
Proporcao 1,15 1,70 1,01 1,10 0,23 10,2047

*Probabilidade de diferenca entre os tratamentos empregados no estudo.2Solucdo salina (controle) foi utilizada
durante os primeiros 90 minutos em todos os tratamentos. °Erro padrdo da média, n=4 por tratamento. Médias
seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (10 %).
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Tabela 7 — Concentracdo sanguinea e fluxo de N-amonia pelos tecidos drenados pela veia
porta (TDVP), figado e tecidos viscerais (TV) em ovinos infundidos com solugéo
salina ou com 375 pmol N/min de diferentes compostos nitrogenados.

Item
Tratamentos
Tempo (min.)> NaCl Bic.Amoénio Alanina Arginina EPM P
Concentracéo N-aménia mg/L
N-amonia Arterial 0-90 1,00 0,50 0,75 0,25 0,37 05014
90-210 0,50 0,75 0,50 0,50 0,40 0,9590
Proporgéo 0,56 1,12 0,73 0,44 0,25 0,3417
N-amonia Hepatica 0-90 1,00 0,75 0,75 0,25 0,30 0,3337
90-210 0,50 1,00 0,50 050 0,32 0,6382
Proporcao 0,55 1,38 0,66 0,42 0,24 0,0932
N-aménia Portal 0-90 4,25 4,25 3,75 3,75 0,75 0,8247
90-210 4,25° 7,50 4,00° 4,00 0,70 0,0074
Proporcao 0,88 1,85 1,08° 1,08° 0,08 0,0004
Fluxo N-amonia L/h
TDVP 0-90 335,30 353,30 352,00 364,30 55,97 0,9445
90-210 305,75° 605,25  350,50° 348,25 64,52 0,0089
Proporgéo 0,92% 1,75 0,99 0,96 0,13 0,0028
TV 0-90 2,80 0,00 -4,30 -1,00 6,60 0,8658
90-210 2,30 10,50 -6,00 -3,00 4,44 0,1402
Proporgéo 0,16 5,45 1,91 0,25 2,36 0,3402
Figado 0-90 -332,80 -353,50 -356,30 -365,30 57,41 0,9051
90-210 -303,80% -594,80° -356,80° -351,30*° 64,84 0,0132
Proporgao 0,93 1,71° 1,00° 0,97 0,13 0,0033

*Probabilidade. 2Solu¢do salina (controle) foi utilizada durante os primeiros 90 minutos em todos os tratamentos.
*Erro padrdo da média, n=4 por tratamento. Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo

teste de Tukey (10 %).
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A concentracdo de N-amonia hepatica e portal (Tabela 7), quando em valores
proporcionais, foi maior (P<0,10) no tratamento bicarbonato de amonio. A concentracéo de
N-amonia portal no intervalo de tempo 90-210 minutos de infusdo também foi maior
(P<0,10) no tratamento bicarbonato de amoénio em relacao aos outros tratamentos.

O fluxo de N-ambnia nos TDVP, tecidos viscerais e no figado foi maior (P<0,10) no
intervalo de infusdo de 90-210 minutos para o tratamento bicarbonato de amonio.

Quando em valores proporcionais, o fluxo de N-aménia nos tecidos drenados pela veia

porta e no figado foi superior aos demais (P<0,10) no tratamento bicarbonato de aménio.
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Tabela 8 — Concentracdo sanguinea e fluxo de glicose pelos tecidos drenados pela veia porta
(TDVP), figado e tecidos viscerais (TV) em ovinos infundidos com solug&o salina
ou com 375 pmol N/min de diferentes compostos nitrogenados.

Item Tratamentos

Tempo (min.)'  NaCl Bic.Aménio Alanina Arginina EPM P

Concentracéo de Glicose mg/L

Glicose Arterial 0-90 613,50 607,50 603,00 578,50 57,30 0,7104
90-210 624,30 618,00 613,50 624,50 63,06 0,9915
Proporgéo 1,01 1,02 1,02 1,08 0,02 0,1959
Glicose Hepética 0-90 631,80 623,00 615,30 595,00 57,92 0,6810
90-210 646,80 645,30 640,80 647,30 66,27 0,9987
Proporcao 1,02 1,03 1,05 1,09 0,02 0,2561
Glicose Portal 0-90 600,30 587,50 589,00 565,80 53,88 0,7427
90-210 609,00 601,00 591,00 609,00 59,90 0,9630
Proporcao 1,01 1,02 1,01 1,08 0,02 0,2276
Fluxo de Glicose mg/h
TDVP 0-90 -1072,30  -1979,00 -1579,50 -1459,30 466,30 0,5780
90-210 -1358,30" -1510,30° -2401,50° -1612,30° 358,96 0,1020
Proporcao 1,35 1,12 1,84 1,18 0,40 0,6059
TV 0-90 174450  2240,80  1462,80 2339,50 421,34 0,4097
90-210 2467,30  3137,50  3101,30 2694,30 498,56 0,5181
Proporgéo 1,57 2,39 2,20 1,19 0,78 0,6314
Figado 0-90 2816,80  4219,80  3042,00 3799,00 499,01 0,2104
90-210 382550  4647,80  5502,50 4306,30 787,02 0,2326
Proporcao 1,42 1,37 1,98 1,13 0,41 0,4350

*Probabilidade. 'Solucdo salina (controle) foi utilizada durante os primeiros 90 minutos em todos os tratamentos.
*Erro padrdo da média, n=4 por tratamento. Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo
teste de Tukey (10 %).

Tanto a concentragdo quanto o fluxo de glicose (Tabela 8) ndo foram estatisticamente
alterados pelos tratamentos utilizados neste estudo. Porém, ao infundir alanina no intervalo de
tempo de 90-210 minutos, foi observada uma tendéncia (P<0,20) de aumento no fluxo de
glicose pelos tecidos drenados pela veia porta.
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Tabela 9 — Producéo de calor (oxigénio consumido na forma de energia) dos tecidos viscerais
(PCV), tecidos hepaticos (PCH) e tecidos drenados pela veia porta (PCP) antes e
apos a infusdo de diferentes compostos nitrogenados

Item? Tratamentos

Tempo (min.)? NaCl Bic.Amonio Alanina Arginina

Producéo de Calor Kcal/dia

0-90 593,9 478,5 757,9 764,6
Pev 90-210 526,7 569,8 651,6 702,8
0-90 222,7 164,3 316,2 375,1
Pen 90-210 205,4 258,9 278,9 272,6
0-90 371,21 314,19 441,64 404,26
i 90-210 321,35 310,92 372,73 408,64

'PCV = producdo calor dos tecidos viscerais; PCH= producéo de calor hepética; PCP= producéo de calor dos
tecidos drenados pela veia porta; 20-90 minutos: corresponde ao periodo anterior a infuséo dos tratamentos, 90-
210 minutos: corresponde ao periodo de infusdo de um dos quatro tratamentos.

O tratamento Bicarbonato de Amonio (Tabela 9) foi o Unico dentre os demais
tratamentos que apresentou claro aumento da producdo de calor, mostrando que uma maior

quantidade de energia foi necessario para a metabolizacdo desse composto quando infundido.



7 DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal objetivo identificar o efeito da infusdo de
diferentes compostos nitrogenados sobre o gasto de O, relacionado a ureagénese e a
neoglicogénese, dois processos metabolicos vitais e inter-relacionados, que juntamente ao
ciclo de Krebs, compartilham metabdlitos comuns.

O fluxo de glicose pelos TDVP foi negativo indicando que a producdo de glicose nao
atendeu a demanda desses tecidos, logo o fluxo de glicose no figado e tecidos viscerais foi
positivo em todos os tratamentos. Diferente do esperado, a infusdo do composto nitrogenado
alanina ndo promoveu aumento significativo no gasto de O, pelos tecidos viscerais e figado.
Um maior custo de O, supostamente estaria relacionado as reacGes metabolicas de sintese de
glicose e ureia que demandam um incremento no uso de ATP, considerando que este
composto é potencialmente habil em produzir este efeito.

Ao infundir NH;HCO3 0,25 M totalizando 375 umol/ min esperava-se efeitos claros de
aumento de gasto de O hepatico e visceral, porém obteve-se apenas tendéncia de aumento de
custo energético de metabolizacdo pelo figado. De acordo com um estudo desenvolvido por
Milano, Hotston-Moore e Lobley (2000), ao infundir NH;HCO3 1,2 M totalizando 400 umol/
min, também nédo foi observado um aumento significativo no consumo de O, pelo figado e
TDVP, e sim apenas uma tendéncia de aumento no consumo devido & sintese de ureia
adicional.

A infusdo mesentérica de arginina ndo proporcionou aumento de captacdo de O, pelos
TDVP e tecidos viscerais, nem producdo adicional de ureia, apesar de sua composi¢do
molecular ser rica em N.

Os principais componentes do gasto de energia no trato gastrointestinal sdo a Na*, K -
ATPase (30 a 60%) e a sintese proteica (25%) e, no figado, os ciclos de substratos que
envolvem fosforilacdo e desfosforilacdo, Na, K-ATPase, sintese proteica, sintese de ureia e
neoglicogénese (KOZLOSKI, 2011).

Ao infundir 340 pmol/ min de NH4 "HCO3 por trés horas durante 7 dias consecutivos
na veia mesentérica, Recavarren et al. (2004) observaram efeitos claros de aumento do
consumo de O, nos TDVP, figado e tecidos viscerais. Em um estudo semelhante a este, 0s
autores obtiveram resultados parecidos ao utilizar o mesmo protocolo de infusdo, como:
aumento na remocdo hepatica de NH;" e producdo de N-ureia, sem nenhum efeito na
producdo de glicose hepatica. Entretanto, quando avaliado o consumo de O, 0s resultados

foram adversos, sendo que no segundo estudo ndo foi observado nenhum efeito sobre o
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consumo de O, e isso foi atribuido ao fato de que devido a infusdo cronica de aménia na veia
mesentérica, a observacdo da mudanca significante no consumo de O, fica comprometida
(RECAVARREN e MILANO, 2013).

De acordo com dados de Lobley et al. (1996) de 2,5 a 5% do O, consumido por todo o
organismo (energia perdida na forma de calor) pode ser atribuido a ureagénese no figado,
quando se considera uma alta estimativa de 4 mol de ATP utilizado para cada 1 mol de ureia
produzida (porém esse custo pode ser de apenas 1 mol de ATP por mol de ureia produzida),
dado compativel ao observado nesse estudo. Ao comparar valores de producdo de calor
(energia perdida na forma de calor), representando consumo de O, obteve-se um aumento de
5,13% apds o inicio da infusdo de bicarbonato de aménio em relacdo ao periodo prévio a sua
infusdo.

Com a infusdo mesentérica de arginina nesse estudo, esperava-se um aumento na
neoglicogénese hepética, assim como uma maior producdo de ureia pelo figado, entretanto
nenhuma das varidveis foi alterada pela infusdo deste composto. De acordo com Wolff e
Bergman (1972), a contribuicdo dos aminoacidos neoglicogénicos como substrato pode variar
de 12 a 30% na neoglicogénese. Além disso, a arginina é composta por quatro moléculas de
N, resultando em um substancial fornecimento de N quando infundida nos animais.

Diferente dos resultados obtidos nesse estudo, Maltby et al. (2005) observaram um
aumento de producdo hepatica de ureia quando infundiram arginina a uma taxa de 0,47
mL/min de L-arginina 0,53M em bovinos. Porém, semelhante ao presente estudo, ndo foi
possivel observar aumento no fluxo de aménia pelos tecidos drenados pela veia porta com a
infusdo de arginina, 0 que sugere maior ureagénese hepatica ndo devido ao acréscimo no
fluxo de amonia, mas sim atraves de outras fontes de grupamento N, podendo estar associado
a alteracdes na sintese e degradacdo de proteinas no figado ou metabolismo de proteinas de
exportacao por exemplo.

A arginina é o ativador mitocondrial da enzima N-acetil-glutamato-sintetase oriunda
da unido do acetil-CoA mais o glutamato, e cabe a essa enzima a ativacdo da carbamil-P-
sintetase | que é responsavel pela incorporacdo do grupamento amonia na Carbamil-P que
imediatamente ingressa no Ciclo da Ureia. Para a sintese da Carbamoil-P requere-se a
presenca da amonia, do bicarbonato e de ATP. Levando em conta que a infusdo de arginina
ndo promoveu aumento da captacdo de amonia pelos tecidos drenados pela veia porta, sugere-
se que seja a deficiéncia de amonia o limitante para o processo de sintese de Carbamoil-P.
Assim, em situagdes em que se tem infusdo de arginina mesentérica, o papel da aménia

mitocondrial passa a ter uma particular importancia, ja que nessa situacdes se tem um
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aumentado fluxo de Carbamil-P-sintetase, e a auséncia de aménia acaba por limitar a sintese
de ureia (NELSON e COX, 2008; MALTBY et al., 2005).

Com a infusdo de alanina mesenteérica, esperava-se obter acréscimo da concentracao e
do fluxo de glicose visceral, assim como promover maior ureagénese. O fluxo de glicose nos
TDVP aumentou significativamente, assim como o fluxo hepético de ureia. Apesar de ndo ser
observada diferenca significativa, numericamente € possivel visualizar uma maior producao
de glicose no figado e fluxo nos tecidos viscerais quando infundido alanina em relacdo aos
demais tratamentos. Em um estudo desenvolvido por Reynolds et al., (1994) com bovinos, a
infusdo mesentérica de L-alanina a fim de mimetizar o aumento de sua absorcéo, nao alterou a
producdo de glicose hepéatica e captacdo de propionato. Porém, a remocdo de outros
precursores neoglicoliticos como L- lactato foi reduzida e ocorreu um aumento na ureagénese
hepaética.

O propionato fornece a maior parte dos carbonos requeridos para a neoglicogénese
hepéatica, mas quantidades fornecidas por aminoacidos, como a alanina podem variar de
acordo com a demanda metabdlica. Dentre os aminoacidos considerados neoglicogénicos, a
alanina tem maior contribuicdo de carbonos para a neoglicogénese hepatica, sendo o Unico
aminoacido considerado importante quantitativamente como precursor neoglicogénico
(WOLFF e BERGMAN, 1972; LARSEN e KRISTENSEN, 2009).

A neoglicogénese tem um custo energetico bastante varidvel, que esta relacionado com
0 ponto de entrada do substrato na rota neoglicolitica. Ap6s serem degradados os aminoacidos
dao origem a diferentes intermediarios do ciclo de Krebs que ao ingressarem na rota
neoglicolitico passam por diferentes reacGes e proporcionam distintos balancos de producéo
ou consumo de ATP. De acordo com a terceira hipotese desse estudo, a arginina da origem ao
a-cetoglutarato que quando utilizado como precursor neoglicogénico promove um balango
energético positivo de 8 ATPs, ja a alanina da origem ao piruvato que ao ser utilizado como
precursor neoglicogénico promove um balancgo energético negativo de 12 ATPs (KOZLOSKI,
2011). Infelizmente ndo foi possivel comparar o efeito dos dois amino&cidos no presente
estudo, visto que ndo apresentaram diferengas significativas quando comparados.

A ureagénese esta conectada ao ciclo de Krebs e a neoglicogénese hepética através de
metabolitos comuns como o aspartato, o oxaloacetato, o a-cetoglutarato e o glutamato. Assim,
guando gerada uma sobrecarga na ureagénese por conta da excessiva demanda de
intermediarios do ciclo da ureia, a neoglicogénese torna-se comprometida. Assim pode
considerar que a amdnia exerce efeito inibitorio na neoglicogénese, principalmente a partir do
propionato (NORO e WITTWER, 2011; OVERTON et al., 1999). Quando ocorre um excesso
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de absor¢do de amonia, tem um maior custo de ATP relacionado a ureagénese, visto que toda
a amonia que chega com a circulagéo portal precisa ser detoxificada, podendo este prejudicar
a disponibilidade de energia para a neoglicogénese (MEIJER et al., 1978).

De acordo com Butler e Elliot (1970) vacas recebendo dietas com 24 % e 15 % de
proteina bruta quando comparadas, as que recebiam a dieta com maior teor proteico
obtiveram melhoria na capacidade neoglicogénica com incremento na atividade hepética de
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). Sendo a transformacdo de oxaloacetato
catalizado pela PEPCK, o mais importante passo da neoglicogénese, a atividade dessa enzima
estd altamente relacionada com a taxa neoglicolitica (KAMPL et al., 1993). Resultado
semelhante a este foi obtido por Noro et al. (2012) em ovinos recebendo altas concentracGes
de Nitrogénio Nao-Proteico na dieta, em que 0s mesmos apresentaram uma maior capacidade
neoglicogénica relacionada a atividade da enzima PEPCK.

O consumo médio dirio de Energia Digestivel (ED) pelos ovinos foi de 1929,25
Kcal/dia. Considerando que em média, cerca de 82% da energia digestivel é metabolizavel, ao
converter o valor de exigéncia de mantenca de ED para EM o valor obtido foi de 1581,98
Kcal/dia (BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2006).

De acordo com Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) a exigéncia de
mantenca calculada para os animais utilizados nesse experimento foi de 1828 Kcal/dia de
Energia Metabolizavel. Assim, a dieta fornecida ndo atendeu a exigéncia calculada pelo
programa. Considerando valores médios representantes de todos os tratamentos, 0 gasto de
oxigénio pelos tecidos viscerais representou 40,22 % do total de EM consumida, e do figado
representou 15,57 % do total de EM consumida.

Considerando a exigéncia de EM calculada pelo programa CNPCS, o gasto de
oxigénio pelos tecidos viscerais representaria 34,80% do total de EM que deveria ter sido
consumida, e pelo figado representaria 13,48%, valores inferiores aos obtidos ao considerar o
valor real de EM consumida.

De acordo com o CNCPS, o consumo de PB ao fornecer uma dieta composta por feno
de Tifton e concentrado proteinado de milho deveria ter sido em torno de 158g diarias de PB,
para que a exigéncia dos animais fosse atendida. Entretanto, observou-se um consumo de
109,7g PB, abaixo do exigido para mantenca dos animais, 0 que pode ter contribuido para a

ndo obtencdo de resultados claros ao infundir diferentes compostos nitrogenados.



8 CONCLUSOES

O aumento da carga hepatica de compostos nitrogenados aumentou o gasto hepatico
de O, como consequéncia de um aumento na ureagénese, o que ndo foi observado para a
neoglicogénese. O incremento da circulacdo portal de aménia aumenta a sintese de ureia e
consequentemente o custo energético.

O gasto de O, associado a sintese de ureia € maior do que o gasto de O, relacionado a
neoglicogénese.

O aumento da carga hepatica de alanina ou de arginina ndo alterou o gasto de O, por
este 6rgdo. Nao foi possivel comparar os aminoacidos em estudo, visto que a infusdo de

arginina ndo alterou nenhuma das variaveis observadas.
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Apéndice A - Dados utilizados para a analise estatistica. PAH= concentra¢do de acido paramino-hipurico, Ox= concentracdo de oxigénio, Ur=
concentracdo de ureia, Am= concentracdo de amonia, Gli = concentracdo de glicose, A= arterial, H= hepatico e P= portal.

10 Periodo Tratamento Sequéncia PAH A PAHH PAHP  Hematc. A Hematc. H Hematc. P OxA OxH OxP
mg/L mg/L mg/L % % % mmHg mmHg mmHg
47 1 Alanina 0.5-1.0h 284 411 42,5 20,7 20,3 19,3 107 69 87
47 1 Alanina 1.5-3.h 28,6 449 46,0 19,8 20,3 20,5 106 68 83
47 2 Arginina 0.5-1.0h 33,7 42,4 454 20,0 19,7 20,3 105 72 87
47 2 Arginina 1.5-3.h 30,7 43,3 45,6 19,3 19,5 19,5 103 58 73
47 3 Controle 0.5-1.0h 33,2 49,6 51,3 19,3 18,7 19,7 97 66 76
47 3 Controle 1.5-3.h 38,8 50,7 53,4 17,5 18,0 17,8 97 63 75
47 4 BicAmonio 0.5-1.0h 40,2 48,7 51,6 18,7 18,3 18,0 103 81 84
47 4 BicAmonio 1.5-3.h 37,6 46,2 48,5 16,8 16,5 17,3 101 66 80
42 4 BicAmonio 0.5-1.0h 31,7 42,8 44,3 26,0 26,0 26,0 118 95 101
42 4 BicAmonio 1.5-3.h 33,9 48,4 50,5 25,5 26,0 25,8 116 79 92
42 1 Alanina 0.5-1.0h 344 441 44,7 23,0 23,0 23,0 103 72 82
42 1 Alanina 1.5-3.h 37,3 47,4 49,9 23,0 23,0 23,0 102 68 80
42 2 Arginina 0.5-1.0h 31,7 40,3 40,6 22,3 21,3 21,7 149 104 121
42 2 Arginina 1.5-3.h 31,9 41,8 42,8 21,3 21,0 21,0 148 105 117
42 3 Controle 0.5-1.0h 30,7 40,0 40,9 21,7 20,7 21,0 122 88 97
42 3 Controle 1.5-3.h 31,4 42,0 43,5 20,8 20,8 20,5 123 90 97
48 3 Arginina 0.5-1.0h 48,9 59,6 59,8 19,7 19,0 18,7 97 63 76
48 3 Arginina 1.5-3.h 55,3 66,4 67,8 18,5 19,0 19,0 96 59 72
48 4 Controle 0.5-1.0h 50,7 61,6 62,2 18,7 17,3 17,7 91 54 69
48 4 Controle 1.5-3.h 53,4 66,5 67,6 16,5 16,5 16,8 92 58 70
48 1 BicAmonio 0.5-1.0h 54,9 62,8 64,7 17,7 18,0 18,0 109 80 86
48 1 BicAmonio 1.5-3.h 56,6 69,6 73,2 19,7 18,7 18,7 108 73 85
48 2 Alanina 0.5-1.0h 52,9 60,6 61,1 17,3 17,7 17,3 104 72 82
48 2 Alanina 1.5-3.h 55,4 64,5 65,5 18,5 18,0 18,3 104 68 79
46 2 Controle 0.5-1.0h 314 51,9 52,1 23,0 24,0 23,0 113 79 88
46 2 Controle 1.5-3.h 42,0 55,3 59,9 19,3 19,3 19,3 113 75 84
46 3 BicAmonio 0.5-1.0h 34,9 50,7 54,5 18,0 18,0 17,3 87 59 67
46 3 BicAmonio 1.5-3.h 45,1 56,6 61,7 18,8 18,0 18,0 87 53 65
46 4 Alanina 0.5-1.0h 58,0 73,3 75,4 18,0 18,3 18,3 102 65 77
46 4 Alanina 1.5-3.h 53,1 64,7 66,7 18,3 18,3 18,0 101 60 75
46 1 Arginina 0.5-1.0h 46,0 56,4 60,5 18,3 18,0 18,0 95 55 70
46 1 Arginina 1.5-3.h 47,1 58,3 60,7 17,5 17,8 17,5 95 57 69

Apéndice A -...continuagéo.
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Animal

47
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48
48
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Tratamento

Alanina
Alanina
Arginina
Arginina
Controle
Controle
BicAmonio
BicAmonio
BicAmonio
BicAmonio
Alanina
Alanina
Arginina
Arginina
Controle
Controle
Arginina
Arginina
Controle
Controle
BicAmonio
BicAmonio
Alanina
Alanina
Controle
Controle
BicAmonio
BicAmonio
Alanina
Alanina
Arginina
Arginina

Sequéncia

0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h

UrA UrH UrP AmA AmH AmP GliA GliH GliP
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
125,10 128,14 123,93 0,00 0,00 2,19 649,48 665,24 627,41
119,00 122,48 117,98 0,00 0,00 2,70 626,22 661,30 610,46
127,54 129,78 123,01 0,00 0,00 2,93 570,22 591,89 558,55
127,27 129,85 124,68 0,00 0,00 3,18 657,33 685,68 638,58
141,11 142,60 138,87 0,00 0,00 2,44 569,64 583,83 556,55
132,28 134,49 129,03 0,00 0,00 1,78 557,36 587,24 543,04
101,69 103,82 100,84 1,01 0,97 3,81 506,87 532,64 499,88
113,58 116,75 110,64 1,53 1,50 7,76 505,39 523,11 494,11
83,27 84,41 81,01 1,12 1,08 3,59 587,67 600,14 547,55
88,08 90,21 85,24 1,48 1,48 6,30 608,27 624,54 596,48
114,90 117,60 113,05 1,12 1,11 3,37 588,76 598,52 576,29
98,74 99,65 94,98 1,29 1,20 3,86 598,11 619,66 581,84
101,93 103,62 100,52 0,02 0,02 1,53 566,87 578,93 558,65
95,84 96,29 93,76 0,00 0,00 1,67 601,14 612,24 592,50
112,68 113,38 109,68 1,59 1,74 4,49 559,62 570,94 554,23
101,31 103,24 99,44 0,97 0,98 3,92 565,69 580,65 554,36
126,46 128,70 125,20 1,43 1,33 5,59 502,82 519,29 495,69
127,45 129,94 124,59 1,80 1,70 5,85 525,74 547,15 512,15
130,75 132,33 127,87 1,53 1,34 5,10 508,06 525,27 501,61
133,83 134,53 130,95 1,33 1,34 4,88 509,27 525,00 499,60
200,17 202,75 199,90 0,49 0,55 4,06 513,80 528,62 506,67
203,75 207,63 199,91 0,26 0,52 8,24 505,02 534,11 490,75
191,32 193,10 189,09 0,67 0,53 3,59 491,94 501,60 481,75
184,65 187,01 181,08 0,34 0,26 3,95 542,37 563,69 517,82
160,54 163,00 156,96 0,42 0,60 5,79 816,41 847,14 788,35
156,20 157,93 152,58 0,32 0,39 5,51 864,84 893,91 839,29
176,24 177,50 171,30 0,33 0,32 5,02 821,16 830,34 794,95
175,83 180,45 170,17 0,37 0,54 7,82 854,26 898,99 823,29
158,23 161,03 153,58 0,53 0,63 5,98 682,23 694,90 670,67
150,76 153,56 147,10 0,68 0,68 5,08 688,02 717,75 654,15
144,54 144,88 141,09 0,31 0,37 4,35 674,37 689,89 648,91
142,49 145,26 139,49 0,15 0,15 4,80 713,96 743,76 691,60




Apéndice B - Dados utilizados para a analise estatistica. FPP = fluxo de plasma portal, FPV= fluxo plasma visceral, FSP= fluxo de sangue
portal, FSV=fluxo de sangue visceral, FP= fluxo portal, FVV= fluxo visceral, FH= fluxo hepatico, Ox= oxigénio, Am= Aménia, Ur= ureia,

Gli=glicose.
Animal Periodo Tratamento Sequéncia FPP FPV FSP FSV FPOX FVOX FHOX
L/h L/h L/h L/h L/h L/h L/h
47 1 Alanina 0.5-1.0h 96 106 121 133 -2435,92 -5066,04 -2630,13
47 1 Alanina 1.5-3.h 78 83 97 104 -2213,25 -4025,77 -1812,52
47 2 Arginina 0.5-1.0h 116 155 144 193 -2639,23 -6324,10 -3684,87
47 2 Arginina 1.5-3.h 91 108 112 134 -3286,69 -5990,11 -2703,42
47 3 Controle 0.5-1.0h 75 82 92 101 -1985,78 -3119,41 -1133,63
47 3 Controle 1.5-3.h 92 113 112 138 -2528,76 -4746,13 -2217,37
47 4 BicAmonio 0.5-1.0h 119 160 147 196 -2707,12 -4298,62 -1591,50
47 4 BicAmonio 1.5-3.h 124 157 149 187 -3154,12 -6601,91 -3447,79
42 4 BicAmonio 0.5-1.0h 107 121 145 164 -2503,04 -3908,52 -1405,48
42 4 BicAmonio 1.5-3.h 81 93 109 126 -2706,12 -4732,31 -2026,19
42 1 Alanina 0.5-1.0h 131 140 170 182 -3601,60 -5642,77 -2041,18
42 1 Alanina 1.5-3.h 107 133 139 172 -3109,38 -5854,53 -2745,15
42 2 Arginina 0.5-1.0h 151 157 195 199 -5451,58 -8839,16 -3387,58
42 2 Arginina 1.5-3.h 123 136 156 172 -4742,95 -7290,94 -2547,99
42 3 Controle 0.5-1.0h 133 146 170 184 -4215,78 -6287,96 -2072,17
42 3 Controle 1.5-3.h 112 127 141 160 -3700,48 -5337,99 -1637,51
48 3 Arginina 0.5-1.0h 124 126 155 156 -3245,31 -5302,24 -2056,93
48 3 Arginina 1.5-3.h 108 122 132 150 -3181,54 -5601,41 -2419,87
48 4 Controle 0.5-1.0h 118 124 145 150 -3226,45 -5560,48 -2334,03
48 4 Controle 1.5-3.h 95 103 114 124 -2459,71 -4231,92 -1772,22
48 1 BicAmonio 0.5-1.0h 138 171 168 209 -3846,44 -6143,80 -2297,36
48 1 BicAmonio 1.5-3.h 82 104 101 128 -2347,97 -4499,75 -2151,78
48 2 Alanina 0.5-1.0h 164 175 199 213 -4427,37 -6817,25 -2389,88
48 2 Alanina 1.5-3.h 133 148 164 180 -3952,83 -6482,98 -2530,14
46 2 Controle 0.5-1.0h 65 66 85 87 -2056,18 -2915,70 -859,53
46 2 Controle 1.5-3.h 75 102 93 126 -2738,14 -4778,86 -2040,72
46 3 BicAmonio 0.5-1.0h 69 85 84 104 -1712,15 -2887,31 -1175,17
46 3 BicAmonio 1.5-3.h 81 117 100 143 -2109,40 -4817,51 -2708,11
46 4 Alanina 0.5-1.0h 78 89 95 108 -2375,83 -3969,48 -1593,65
46 4 Alanina 1.5-3.h 99 117 122 143 -3184,01 -5935,58 -2751,57
46 1 Arginina 0.5-1.0h 93 130 114 159 -2792,91 -6280,81 -3487,91
46 1 Arginina 1.5-3.h 99 121 120 147 -3120,31 -5643,72 -2523,41




Apéndice B -...continuagéo.

Animal

47
47
47
47
47
47
47
47
42
42
42
42
42
42
42
42
48
48
48
48
48
48
48
48
46
46
46
46
46
46
46
46

Periodo

P RPBREROWWONNMNNNREPERPRAERDROOWOWONNRERPERPADRERAEDMNWWONNEPRE

Tratamento

Alanina
Alanina
Arginina
Arginina
Controle
Controle
BicAmonio
BicAmonio
BicAmonio
BicAmonio
Alanina
Alanina
Arginina
Arginina
Controle
Controle
Arginina
Arginina
Controle
Controle
BicAmonio
BicAmonio
Alanina
Alanina
Controle
Controle
BicAmonio
BicAmonio
Alanina
Alanina
Arginina
Arginina

Sequéncia

0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h
0.5-1.0h
1.5-3.h

FPAM FVAM FHAM FPU FVU FHU FPG FVG FHG
L/h L/h L/h L/h L/h L/h L/h L/h L/h
210 0 -210 -111 322,24 433,73 -2109,81 1669,53 3779,34
210 0 -210 -79 288,82 367,98 -1227,33 2911,81 4139,14
339 0 -339 -523 348,88 872,31 -1348,43 3368,99 4717,42
288 0 -288 -234 278,49 512,43 -1699,17 3058,08 4757,24
182 0 -182 -167 122,92 289,93 -975,60 1165,40 2141,00
165 0 -165 -299 250,32 549,80 -1322,43 3388,04 4710,47
334 -6 -340 -102 341,19 443,06 -833,19 4124,64 4957,83
774 -4 =778 -365 496,31 861,42 -1400,07 2774,04 4174,11
264 -4 -268 -242 137,68 380,08 -4290,86 1513,46 5804,32
391 0 -391 -230 198,79 428,84 -956,83 1516,23 2473,06
294 -2 -296 -242 379,60 621,18 -1632,71 1369,04 3001,75
274 -12 -287 -402 121,53 524,02 -1741,69 2860,75 4602,45
227 0 -227 -212 265,51 477,69 -1242,45 1888,28 3130,73
206 0 -206 -257 61,00 317,70 -1062,98 1508,52 257151
386 22 -365 -400 102,18 501,90 -719,02 1652,77 2371,78
329 1 -328 -208 245,69 453,91 -1264,13 1898,58 3162,72
516 -12 -528 -157 283,45 440,15 -886,08 2080,67 2966,75
437 -12 -449 -308 303,37 611,20 -1465,82 2602,15 4067,97
422 -23 -445 -340 196,38 536,06 -761,68 2136,21 2897,90
338 1 -337 -274 72,43 346,00 -920,05 1623,70 2543,75
493 11 -483 -38 442,72 480,28 -988,32 2541,39 3529,70
650 27 -623 -313 403,13 715,96 -1163,60 3021,97 4185,57
480 -24 -504 -366 311,94 677,58 -1675,98 1690,71 3366,69
481 -12 -493 -476 349,40 825,37 -3273,23 3150,23 6423,46
351 12 -339 -234 161,95 395,62 -1831,54 2024,31 3855,85
391 7 -385 -273 176,19 448,91 -1927,08 2958,25 4885,34
322 -1 -323 -340 107,54 447,07 -1803,71 783,51 2587,22
606 19 -587 -460 541,23 1001,61 -2519,85 5237,73 7757,58
424 9 -415 -361 247,43 608,93 -898,66 1121,39 2020,05
437 0 -437 -363 328,55 691,46 -3363,85 3481,91 6845,76
375 8 -367 -319 43,91 363,40 -2360,77 2020,50 4381,27
462 0 -462 -299 335,06 633,59 -2220,60 3607,69 5828,29
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Apéndice C - Carta de Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais - UFSM.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGCAO E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-UFSM

CARTA DE APROVACAO
A Comissao de Etica no Uso de Animais-UFSM, analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo do Projeto: Avaliacdo dos fatores que afetam o metabolismo visceral dos
ruminantes.

Numero do Parecer: 011/2012

Pesquisador Responsavel: Gilberto Viimar Kozloski

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos @ metodoldgicos. Toda e qualquer
alteracao do Projeto, assim como 0s eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente a este Comité

Os membros da CEUA-UFSM néo participaram do processo de avaliagao dos projetos
onde constam como pesquisadores,

DATA DA REUNIAO DE APROVAGAO:

Santa Maria, 09 de abril de 2012

o m‘j}
Elane Mana Za

Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais-UFSM



