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FORMATO DA DISSERTAGAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta uma
introducédo geral, a contextualizagao do tema, o estado da arte e os objetivos de
estudo desta dissertacdo. O capitulo 2 trata-se de artigo cientifico completo,
contendo referéncias bibliograficas e formatado nas normas da revista para o qual
sera submetido. O capitulo 3 finaliza esta dissertagdo com conclusdes gerais e

consideracgdes finais deste trabalho e sugestdes para estudos futuros.
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RESUMO GERAL

Introdugdo: A atividade leiteira € importante na cadeia de suprimento alimentar
global, com uma producao total em 2015 de 491,204 milhdes de toneladas. Em 2015
no Brasil, a producdo de leite apresentou um valor bruto de US$ 8,42 bilhdes,
representando cerca de 16% do valor da producdo da pecuaria nacional. Na
producéo leiteira intensiva a alimentacao se destaca, pois a maior parte dos custos
da atividade é originada nessa area. O uso de fontes de nitrogénio ndo proteico na
alimentagao de vacas leiteiras € interessante. Uma dessas fontes, a ureia, possui
elevado equivalente proteico e boa relagdo custo: beneficio, entretanto pode
apresentar desvantagens como excessiva excregao de nitrogénio e queda de
desempenho. A ureia protegida é uma alternativa potencial a ureia convencional,
pois apresenta uma liberagdo de amédnia ruminal mais lenta. Objetivo: O objetivo foi
avaliar parametros produtivos e metabdlicos de vacas leiteiras alimentadas com
ureia protegida por nanoparticulas proteicas. Métodos: O delineamento foi um
crossover com trés grupos de 15 vacas cada e trés periodos de 21 dias. Em cada
periodo os animais foram alimentados com uma das trés dietas isonitrogenadas e
isoenergéticas: FS = sem substituicdo do farelo de soja; UC = substituicao parcial do
farelo de soja por 0,52% de ureia convencional; UP = substituicdo parcial do farelo
de soja por 0,59% de ureia protegida por nanoparticulas. Foram mensuradas a
producado e composigcao do leite, parametros de bioquimica sanguinea e urinaria,
além da relacdo alantoina: creatinina urinaria como preditor da absorcao de proteina
microbiana. Resultados: Ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05)
na produgdo e composicdo do leite, na bioquimica urinaria e nem na relacao
alantoina: creatinina. Os valores médios de nitrogénio ureico no plasma (NUP) em
mg.dL™" apds a alimentacdo matinal ndo diferiram significativamente (p>0,05) no UC
(20,65) e UP (20,25), porém ambos foram maiores (p<0,05) quando comparados ao
FS (19,52). Conclusdo: A inclusédo de até 0,59% de ureia protegida por
nanoparticulas nao afeta o desempenho produtivo de vacas em lactacdo. Os valores
de NUP semelhantes entre os tratamentos UC e UP demonstram que o
comportamento de liberacdo e de absorgdao de amdnia no rumen € similar entre
essas duas formas de ureia testadas.

Palavras chave: Nitrogénio N&o Proteico, Produgao de Leite, Composi¢ao do Leite,
Excrecao de Nitrogénio.
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ABSTRACT

Introduction: Dairy production is important in the global food supply chain, with a
total production of 491.204 tons in the year 2015. In 2015 in Brazil, the dairy
production showed a gross value of US $ 8.42 billion, representing about 16% of the
national livestock production. In intensive milk production, the animal feed has a
prominent place, because represent an important cost in this activity. The use of non-
protein nitrogen sources, like urea in nutrition of dairy cows is interesting since it
have a high protein equivalent and a good cost: benefit ratio, but this use may have
disadvantages such a high excretion of nitrogen and drop of animal performance.
Protected urea is a potential alternative to conventional urea, because of a slower
release of ruminal ammonia. Objective: To evaluate productive and metabolic
responses of dairy cows fed a ration with urea protected by nanoparticles. Methods:
The design was a crossover with three groups of 15 cows each and three periods of
21 days. In each period the animals were fed one of the isoproteic and isocaloric
diets: FS = without substitution of soybean meal; UC = substitution of soybean meal
by 0.52% conventional urea; UP = soybean meal substituted by 0.59% urea
protected by nanoparticles. The yield and composition of milk, the blood and urine
biochemical parameters, as well the allantoin: creatinine ratio as a predictor of
microbial protein absorption, were measured. Results: No significant differences
were found (p> 0.05) in milk yield and composition, in urinary biochemistry and in
allantoin: creatinine ratio. The average values of plasma urea nitrogen (PUN) in
mg.dL™" after the morning feeding did not differ significantly (p> 0.05) in the UC
(20.65) and UP (20.25), but both were higher (p <0.05) when compared to FS
(19.52). Conclusion: Inclusions of up to 0.59% urea protected by nanoparticles do
not affect the productive performance of dairy cows. The similar values of NUP
between the treatments UC and UP demonstrate that the behavior of the release and
the absorption of ammonia in the rumen is similar between these two types of urea
which were evaluated.

Key words: Non-Protein Nitrogen, Milk Yield, Milk Composition, Nitrogen Excretion.
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CAPITULO 1

1. INTRODUGAO

1.1.Importancia econémica da bovinocultura leiteira

A atividade leiteira apresenta certa importancia no setor de producéao
animal global. Essa atividade obteve uma produgdo de leite de cerca de
491,204 milhdes de toneladas (USDA, 2015) no ano de 2015.

Os Estados Unidos se destacam como os maiores produtores de leite
mundiais, com uma producédo total de 94,4 milhdes de toneladas proveniente
de um rebanho de 9,3 milhdes de vacas leiteiras, em 2015 (USDA, 2015).
Esses valores demonstram uma alta produtividade média, com cerca de 10.150
kg.vaca.ano™', caracterizada pelo uso intensivo e em larga escala de
tecnologia.

A Nova Zelandia destaca-se devido a posicao de maior exportador
mundial do setor. Mesmo com uma queda de 6% na produgéao de leite fluido no
ano de 2015, apresentou uma exportacao total de 1,3 milhdes de toneladas
anuais de leite em pé integral, representando cerca de 65% do mercado global
de leite em p6 (USDA, 2015). Entretanto, a produgdo é sazonal ja que as
forragens sao a base da alimentagao adotada naquele pais.

O Brasil também apresenta posi¢cao de destaque no cenario mundial.
Com uma producéo total de cerca de 35 bilhdes de litros em 2014, o pais se
posiciona como o 4° maior produtor mundial, entretanto essa producido é
alcangada ordenhando-se cerca de 23 milhdes de animais, apresentando uma
baixa produtividade, com producdes médias de cerca de 1.488 kg.vaca.ano™
(Embrapa, 2017). No Brasil, o uso intensivo de tecnologias varia de acordo com
a regiao, sendo que na grande maioria a adogédo de tecnologia € minima e
muitas vezes a producgao pode ser caracterizada como de subsisténcia.

Em 2015 o setor leiteiro do Brasil apresentou um valor de produgao bruto
de R$ 27,2 bilhdes (US$ 8,42 bilhdes), participando com cerca de 16% da
producdo pecuaria bruta total do pais (MAPA, 2015). Dentro desse universo
produtivo, a regido Sul é a regido com a maior produgdo de leite, com uma

producdo anual de 12,2 bilhdes de kg em 2014, representando 34,7% da
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producdo nacional. Um fator importante para essa grande produgédo €
produtividade média das vacas nessa regido, que gira em torno de 2.789
kg.vaca.ano™', bem acima da média nacional (IBGE, 2015). Entretanto, esses
valores poderiam ser mais elevados ja que o levantamento realizado leva em
consideragao todas as vacas ordenhadas, sejam de ragas com ou sem aptidao
leiteira além da producdo para consumo préprio. Na regido Sul, destacam-se
os trés estados que compde a regidao, Parana, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, com producdes de 4,66, 4,59 e 3,05 bilhdes de kg.ano™, ocupando a
28 32 e 52 posicdes nacionais em producdo de leite, respectivamente
(Embrapa, 2017).

No Parana, a regido dos Campos Gerais destaca-se como importante
polo nacional de produgao de leite. Isso se deve a adogao de tecnologia em um
nivel mais elevado que o restante do pais, evidenciado pela maior
produtividade média das vacas, sendo o municipio de Castro um bom exemplo,
ja que seus melhores rebanhos apresentam uma produgcdo média de 9.516
kg.vaca.ano™ (CEPEA, 2016a).

1.2.Importancia da alimentagao animal na atividade leiteira

Um fator importante para o aumento da produtividade animal em
rebanhos leiteiros € o uso intensivo de concentrados na dieta dos animais, que
€ caracteristico de sistemas produtivos mais tecnificados, os quais buscam
uma maior produtividade por animal e consequentemente uma maior eficiéncia
alimentar, que na producao de leite significa mais kg de leite por kg de matéria
seca (MS) ingerida e pode variar de 1,2 a 1,7 (Mattos, 2004).

A producéao de ragdes para bovinos leiteiros no Brasil foi de 5,3 milhdes
de toneladas em 2015, apresentando uma queda de quase 2% em relacédo ao
ano anterior (Sindiragdes, 2015), mesmo que boa parte dos concentrados seja
adquirida diretamente pelas propriedades rurais. Esse dado demonstra que no
geral ha uma baixa utilizagdo de concentrados para alimentagdo dos bovinos
leiteiros no Brasil, além de uma diminuicdo da demanda por esses produtos no
ultimo ano.

Em parte, essa baixa utilizacdo se deve a baixa tecnificagdo dos

produtores, que muitas vezes mantém os animais em pastagens degradadas e
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sem nenhum tipo de suplementacao. Por outro lado, o preco crescente desses
insumos no mercado brasileiro tem diminuido as margens para o produtor,
levando a uma diminuicdo de sua aquisicao e utilizagcao por fazendas leiteiras.
Dados do Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA)
demonstram que ao passar dos anos a relagdo de troca de leite por
concentrados vem aumentando, ou seja, o produtor precisar produzir cada vez
mais para adquirir a mesma quantidade de determinados insumos, como
concentrados proteicos e sal mineral (CEPEA, 2015; 2016a).

Considerando a importancia do fornecimento de concentrados para a
produtividade animal nas fazendas leiteiras e também seu custo geralmente
elevado, € necessario que seu uso seja bem planejado e os resultados de seu
uso avaliados constantemente dentro das propriedades leiteiras. Em fazendas
mais tecnificadas, com todos os animais em lactacdo confinados e recebendo
toda a alimentagdo no cocho, estima-se que o custo dos concentrados pode
representar cerca de 40% do custo total por litro de leite produzido, quando os
custos das forragens sao incluidos nesse calculo, o custo total da alimentagéo
pode participar com até 55% do custo total de producgao.

Um dos principais alimentos concentrados utilizado na atividade leiteira no
Brasil é o farelo de soja que é o principal ingrediente proteico utilizado na
fabricacdo de ragdes no pais, além de ser utilizado em larga escala também
nas fazendas. Em sua composi¢ao apresenta um bom perfil de aminoacidos
(AA) essenciais para a producao de leite, além de cerca de 35% de proteina
nao degradavel no rumen como porcentagem da proteina bruta (PB) (NRC,
2001), entretanto, historicamente € um dos concentrados que possui maior
oscilagdo e aumento dos pregos ao produtor (Figura 01), chegando a variar
cerca de 95% no ano de 2012 (Agrolink, 2016), estimulando assim a busca por

substitutos a fim de diminuir custos de produgéo.



Figura 01. Historico recente das cotagdes do prego do farelo de soja no Brasil.
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1.3. Metabolismo do nitrogénio em ruminantes

O nitrogénio (N) é um importante elemento para a manutengédo da vida.
Ele possui papel fundamental na constituicdo de AA e consequentemente das
proteinas, as quais exercem diversas atividades essenciais no organismo
animal, dando forma e estrutura aos componentes celulares e também
participando ativamente do metabolismo através da formacédo de enzimas e de
moléculas dindmicas como, por exemplo, a hemoglobina e os anticorpos
(Marzzoco e Torres, 2007).

Todo o N obtido pelos animais é ingerido através da alimentagao, pois
nao ha sintese desse componente no organismo. A principal forma de ingestao
de N é através das proteinas, as quais serao quebradas em peptideos e AA
para posterior absorgédo e assimilagao pelo organismo animal. Para ruminantes
a proteina dietética é dividida em proteina degradavel no rumen (PDR) e
proteina ndo degradavel no rimen (PNDR), sendo que proteina verdadeira e
nitrogénio nao proteico (NNP) constituem a PDR (Bach et al., 2005).

4



Os ruminantes possuem uma particularidade importante no metabolismo
de N. Eles sao capazes de utilizar fontes de NNP, ou seja, utilizam N que néo
esta integrando uma proteina e pode estar na forma de ureia, sais de amdnia,
acidos nucleicos, nitratos e nitritos (Kozloski, 2011). Essa capacidade se deve
ao fato de que parte dos microrganismos ruminais utiliza aménia como
substrato para sintese de seus proprios AA e proteinas.

Estudos da década de 60 demonstraram que ruminantes conseguem
sobreviver e produzir recebendo NNP de ureia ou sais de ambnia como fonte
exclusiva de N (Virtanen, 1966); entretanto as bactérias ruminais podem utilizar
AA e peptideos, além da necessidade de outros substratos como os a-
cetoacidos e enxofre para sintese de proteina microbiana (Pmic) (Kozloski,
2011).

A amdnia pode ter sua origem desde as fontes de NNP como também das
fontes de proteina verdadeira, as quais podem ser degradadas a peptideos e
AA, eventualmente sendo degradados a amdnia incorporados as bactérias
(Bach et al., 2005). Um experimento utilizando fontes de N com isétopos
marcados (Firkins et al., 2007), demonstrou que a contribuicdo da aménia para
a sintese de proteinas microbianas pode variar de 23 a 95%, dependendo
principalmente da dieta utilizada.

As fontes de N para o rumen provém de trés origens distintas: alimentar —
proteina verdadeira e NNP; N de reciclagem — ureia sanguinea absorvida pela
parede ruminal e via salivar; e N enddégeno — células de descamacéo e
secrecdes. Essas trés fontes contribuem para o afluxo de proteina do rumen,

seja na forma de Pmic, PNDR ou N amoniacal (Figura 02).



Figura 02. Metabolismo do nitrogénio no rumen.
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Adaptado de Kozloski (2011). Proteina degradavel no rimen (PDR); proteina ndo degradavel
no rumen (PNDR); nitrogénio enddégeno (Nend); nitrogénio nao proteico (NNP); aminoacidos
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Para que haja um adequado equilibrio entre fontes de PDR e PNDR na
dieta, alguns ingredientes sao utilizados estrategicamente em diversas
situagdes. Como fonte de PDR destacam-se os ingredientes que fornecem
NNP, pois geralmente a unidade de N fornecida por eles possui um valor
reduzido quando comparado a outras fontes proteicas extensamente utilizadas,
como por exemplo, o farelo de soja. Sendo a ureia, a principal fonte de NNP
adicionada a alimentagao de ruminantes, devido as suas propriedades fisico-

quimicas e seu aspecto econémico (Gabarra, 2001).



1.4.Uso de ureia e ureia protegida para vacas leiteiras

A ureia possui ha sua composi¢ao valores préoximos a 45% de N (Santos
et al., 2001), o que confere a ela um equivalente proteico de aproximadamente
281%. Sua utilizacdo vem sendo recomendada desde 1953, quando foram
confeccionadas as primeiras normativas para sua inclusao na alimentagao de
vacas leiteiras (Reid, 1953). Em geral alguns valores de utilizagdo de ureia na
dieta sdo utilizados pela industria leiteira, entre elas definicbes de inclusio
maxima como até 27% do N total da dieta, 3% do concentrado ou ainda 1% do
total de MS da dieta (Santos, 2009).

Entretanto, algumas desvantagens decorrentes da sua utilizagdo sao
conhecidas e possuem grande importancia na decisdo do uso, uma delas é sua
ultrarrapida hidrélise ruminal com a liberagdo de grandes quantidades de N
amoniacal no rumen (Golombeski et al., 2006; Highstreet et al., 2010). A
transformacao de ureia em amonia no ambiente ruminal ocorre através de uma
hidrolise simples, devido a atividade de ureases bacterianas presentes tanto no
liquido, quanto na parede ruminal. A urease presente na parede ruminal,
parece ter grande importancia na transformagdo da ureia proveniente do
sangue, que flui para o raimen através do epitélio ruminal (Santos, 2009).

A liberacao de amoénia pode ocorrer em um ritmo mais acelerado do que a
capacidade de absorcido e assimilacdo pelas bactérias ruminais, acarretando
em acumulo de amébnia no ambiente ruminal e consequente perda para a
corrente sanguinea através do epitélio ruminal (Lapierre e Lobley, 2001). A
absor¢cao de aménia na forma nao ionizada (NH3) acontece de forma passiva
por difusdo simples pelas células epiteliais (Abdoun et al., 2007).

A disponibilidade de carboidratos no ambiente ruminal é um fator que
impacta diretamente na utilizagcdo da amoénia pelos microrganismos ruminais,
pois sao utilizados como fonte de energia para a formacédo das ligagdes
peptidicas entre os AA, além de fornecerem os esqueletos de carbono
necessarios para a sintese dos mesmos (Bach et al., 2005). Quando a
disponibilidade de carboidratos é insuficiente, os microrganismos ruminais
tendem a usar AA como fonte energética, liberando mais amoénia para o
ambiente ruminal, além de nao utilizarem a amdnia ja disponivel (Reynolds e
Kristensen, 2008).



Alguns trabalhos objetivaram encontrar niveis 6timos de aménia no
ambiente ruminal. Um dos primeiros niveis citados foi por Sattler e Slyter
(1974), que através de ensaios in vitro definiram que uma concentragéo ruminal
de aménia acima de 5 mg.dL" ndo seria benéfica, pois ndo ha ganho em
producdo de Pmic. Entretanto, trabalhos mais recentes utilizando vacas em
lactagdo demonstraram ganhos em producdo e digestibilidade com
concentragdes entre 10 mg.dL™" (Ruiz et al., 2002) e 12,8 mg.dL™" (Boucher et
al., 2007).

Niveis elevados de amoénia ruminal ndo sédo desejados, pois toda a
amoénia que nao for utilizada pelos microrganismos ruminais tendera a ser
absorvida pelo epitélio e transformada em ureia no figado (Lapierre e Lobley,
2001).

Na corrente sanguinea, a ambnia é carreada para o figado, onde é
transformada em ureia através do ciclo da ureia ou ciclo da ornitina. Na sintese
da molécula de ureia através desse ciclo ha um gasto energético liquido de um
mol de adenosina trifosfato (ATP), devido ao gasto de 4 ligag¢des fosfato ricas
em energia, com geracdo de uma molécula de fumarato que € utilizada na
producao de 2,5 a 3 moléculas de ATP no ciclo de Krebs (Nelson e Cox, 2004).

A ureia liberada na corrente sanguinea pode ser reciclada (Figura 02) ou
entdo excretada através da urina e do leite. Com isso o N antes disponivel na
forma de amodnia para as bactérias ruminais € desperdicado, podendo levar a
uma queda de desempenho e contribuindo na eutrofizacdo do ambiente
(Broderick et al., 2009; Inostroza et al., 2010). De forma geral, somente cerca
de 20 a 30% do nitrogénio dietético € excretado no leite (Hof et al., 1997;
Bequette et al.,, 1998; Brito e Broderick, 2007), o que esta diretamente
relacionado a utilizagdo desse N pelos microrganismos do rumen.

Um possivel efeito adverso do uso de ureia esta relacionado ao potencial
toéxico da aménia sobre o sistema nervoso, onde seu acumulo leva a depressao
na sintese de ATP (Visek, 1968), causando quadros de tetania, timpanismo,
sialorréia, dispneia, desidratagdo, hipotermia e vasos episclerais ingurgitados
(Antonelli et al., 2004). O figado apresenta um limiar maximo de transformacgéao
de amoénia em ureia e quando a concentracao plasmatica de amoénia ultrapassa

os 80 mg.dL™" essa capacidade pode ser perdida (Lewis, 1960).



Niveis excessivos de ureia plasmatica também estdo relacionados a
quedas no desempenho reprodutivo. Rhoads et al. (2006) afirmam que a ureia
plasmatica afeta negativamente o ambiente dos foliculos, dos ovidutos e do
utero, ndao permitindo assim uma adequada implantacdo embrionaria, com
posterior retorno ao cio como consequéncia. Em um estudo no Canada
(Arunvipas et al.,, 2007), foi demonstrado que uma elevagdo do nitrogénio
ureico no leite (NUL) de 10 a 20 mg.dL™", pode causar uma reducédo de 13,9%
na concepgao ao primeiro servigo, isso ocorre pois os valores de NUL estéo
diretamente relacionados aos niveis de ureia plasmatica (Hof et al., 1997).

Brito e Broderick (2007) e Highstreet et al. (2010), ao trabalharem com
ureia convencional para vacas em lactacdo, demonstraram impactos negativos
sobre o desempenho produtivo, com quedas em producgao de leite e também
nas produgdes de gordura, proteina e lactose, além de uma diminuicéo no teor
de proteina no leite e queda de 10% na eficiéncia alimentar. Santos et al.
(2011), também demonstraram aumentos do NUL em vacas alimentadas com
ureia convencional.

Além dos problemas citados, niveis excessivos de ureia plasmatica se
apresentam como problema ambiental, ja que grande parte dessa ureia é
perdida através da urina (Broderick et al., 2009) e posteriormente convertida a
amobnia através de ureases do ambiente, contribuindo assim para a
contaminagdo da agua e do ar (Wanapat et al., 2009). A diminuicdo da
excrecado de N nas excretas animais € ambientalmente importante, ja que o N
urinario € o principal emissor de aménia na produgao de leite (Lee et al., 2012).

Uma alternativa ao uso de ureia pecuaria convencional é a ureia protegida
da degradacdo ruminal, a qual tem por objetivo diminuir a velocidade de
liberacdo de amdnia no rumen, consequentemente permitindo uma maior
utilizacdo da mesma pelos microrganismos la presentes (Galo et al., 2003).
Produtos como o biureto, fosfato de ureia, amiréia e ureia tratada com
formaldeido ja foram testados como fontes de liberacdo lenta da ureia no
ambiente ruminal (Taylor-Edwards et al., 2009), entretanto essas fontes
apresentaram menor utilizacdo de N no riumen e consequente maior excrecao
fecal (Calomeni, 2011).

Outras formas de protecdo de ureia como o revestimento por polimeros

ou ceras vegetais tem se mostrado mais eficazes em reduzir a velocidade de
9



liberagdo de N no rumen (Taylor-Edwards et al., 2009), e diversos trabalhos in
vitro e in vivo, vém demonstrando taxas de liberacdo de amdnia semelhantes
ao farelo de soja e beneficios produtivos como melhoria na digestibilidade da
matéria organica e melhora na eficiéncia alimentar (Santos, 2009). Porém,
Souza et al., (2010), encontraram queda nos teores de gordura no leite e
aumento no NUL utilizando uma ureia com protegao por ceras vegetais.
Entretanto, as fontes de ureia protegidas por polimeros e ceras vegetais
nao sao passiveis de sofrer o processo de peletizacdo quando adicionadas as
ragdes para ruminantes, ja que suas camadas de protegcdo podem sofrer

degradagao térmica durante o processo.

1.5. Justificativa

O presente estudo justifica-se pela necessidade de melhoria da eficiéncia
da utilizagcdo do N por vacas leiteiras em lactacdo, através da utilizagcao de
produtos alternativos na alimentagdo desses animais, ja que essa categoria
apresenta um baixo desempenho nesse quesito.

A disponibilizagcdo de produtos alternativos no mercado de alimentagao
animal também ¢é importante, ja que o produto testado apresenta uma nova
forma de protecdo, a qual se da através de pulverizacdo de diversas camadas
de um material proteico nano-particulado que supostamente possui resisténcia
térmica, permitindo assim a inclusdo do referido produto as racdes peletizadas

sem degradacao da ureia durante o processamento.
1.6.Hipotese
A hipétese do presente estudo € de que o uso de ureia protegida por

nanoparticulas proteicas na dieta de vacas leiteiras, ndo afeta a producao e a

composi¢ao do leite desses animais.
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1.7.Objetivos

Avaliar o desempenho produtivo de vacas leiteiras alimentadas com uma
dieta em que o farelo de soja sera substituido parcialmente por ureia de
liberagdo lenta protegida por nanoparticulas proteicas resistentes ao

processamento térmico.

1.7.1. Objetivos especificos

a) Avaliar a produgdo de leite de vacas leiteiras alimentadas com
substituicdo parcial do farelo de soja por ureia protegida da degradacéo
ruminal;

b) Avaliar a composicéo do leite (teores e produgdes de gordura, proteina,
lactose, solidos totais e nitrogénio ureico) de vacas leiteiras alimentadas com
substituicdo parcial do farelo de soja por ureia protegida da degradacgéo
ruminal;

c) Avaliar a contagem de células somaticas de vacas leiteiras alimentadas
com substituicdo parcial do farelo de soja por ureia protegida da degradacgéo
ruminal;

d) Avaliar parametros sanguineos (proteinas totais, albumina, ureia e
nitrogénio ureico) e urinarios (creatinina, ureia, nitrogénio ureico e alantoina) de
vacas leiteiras alimentadas com substituicdo parcial do farelo de soja por ureia

protegida da degradagao ruminal.
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RESUMO

O uso de fontes nitrogénio ndo proteico na alimentagao de vacas leiteiras
pode ser interessante em certas situagdes. Uma dessas fontes, a ureia, possui
elevado equivalente proteico e boa relagdo custo: beneficio, entretanto pode
apresentar desvantagens como excessiva excre¢gao de nitrogénio e queda de
desempenho. A ureia protegida € uma alternativa potencial a ureia
convencional, pois apresenta uma liberacdo de aménia ruminal mais lenta. O
objetivo foi avaliar parametros produtivos e metabdlicos de vacas leiteiras
alimentadas com ureia protegida por nanoparticulas. O delineamento foi um
crossover com trés grupos de 15 vacas cada e trés periodos de 21 dias. Em
cada periodo os animais foram alimentados com uma das trés dietas
isonitrogenadas e isoenergéticas: FS = sem substituicdo do farelo de soja; UC
= substituicdo parcial do farelo de soja por 0,52% de ureia convencional; UP =

substituicdo parcial do farelo de soja por 0,59% de ureia protegida por
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nanoparticulas. Foram mensuradas a producido e composicdo do leite,
parametros de bioquimica sanguinea e urinaria, além da relagdo alantoina:
creatinina urinaria como preditor da absorcdo de proteina microbiana. Nao
foram encontradas diferengas significativas (p>0,05) na produgdo e
composicao do leite, na bioquimica urinaria e nem na relagdo alantoina:
creatinina. Os valores médios de nitrogénio ureico no plasma (NUP) em mg.dL"
" apés a alimentacdo matinal ndo diferiram significativamente (p>0,05) no UC
(20,65) e UP (20,25), porém ambos foram maiores (p<0,05) quando
comparados ao FS (19,52). A inclusdo de 0,59% de ureia protegida por
nanoparticulas ndo afeta o desempenho produtivo de vacas em lactacédo. Os
valores de NUP semelhantes entre os tratamentos UC e UP sugerem que o
comportamento de liberagao e de absorgao de ambnia no rumen é similar entre

essas duas formas de ureia testadas.

Palavras chave: Nitrogénio Nao Proteico, Produgédo de Leite, Composi¢ao do

Leite, Alantoina, Excrecao de Nitrogénio.

ABSTRACT

The use of non-protein nitrogen sources, like urea in nutrition of dairy
cows is interesting since it have a high protein equivalent and a good cost:
benefit ratio, but this use may have disadvantages such a high excretion of
nitrogen and drop of animal performance. Protected urea is a potential
alternative to conventional urea, because of a slower release of ruminal
ammonia. The objective was to evaluate productive and metabolic responses of
dairy cows fed a ration with urea protected by protein nanoparticles. The design
was a crossover with three groups of 15 cows each and three periods of 21
days. In each period the animals were fed one of the isonitrogenated and
isocaloric diets: FS = without substitution of soybean meal; UC = substitution of
soybean meal by 0.52% conventional urea; UP = soybean meal substituted by
0.59% urea protected by nanoparticles. The yield and composition of milk, the
blood and urine biochemical parameters, as well the allantoin: creatinine ratio
as a predictor of microbial protein absorption, were measured. No significant
differences were found (p> 0.05) in milk yield and composition, in urinary

biochemistry and in allantoin: creatinine ratio. The average values of plasma
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urea nitrogen (PUN) in mg.dL" after the morning feeding did not differ
significantly (p> 0.05) in the UC (20.65) and UP (20.25), but both were higher (p
<0.05) when compared to FS (19.52). Inclusions of 0.59% urea protected by
nanoparticles do not affect the productive performance of dairy cows. The
similar values of NUP between the treatments UC and UP suggest that the
behavior of the release and the absorption of ammonia in the rumen is similar

between these two types of urea which were evaluated.

Key words: Non-Protein Nitrogen, Milk Yield, Milk Composition, Allantoin,

Nitrogen Excretion.
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INTRODUCAO

Um fator importante para o aumento da produtividade animal em
rebanhos leiteiros € o uso intensivo de concentrados na dieta dos animais, que
€ caracteristico de sistemas produtivos mais tecnificados. Com o
desenvolvimento do mercado, ha busca por maior produtividade animal e
consequentemente por maior eficiéncia alimentar, que na producado de leite
significa mais kg de leite produzidos por kg de matéria seca (MS) ingerida, esse
valor pode variar de 1,2 a 1,7 kg leite.kg MS™" (Mattos, 2004).

Os ruminantes possuem uma particularidade importante no metabolismo
de nitrogénio (N), pois sdo capazes de utilizar fontes de nitrogénio ndo proteico
(NNP), ou seja, utilizam N que ndo esta integrando uma proteina e pode estar
sobre a forma de ureia, sais de amoénia, acidos nucleicos, nitratos e nitritos
(Kozloski, 2011). Essa capacidade se deve ao fato de que parte dos
microrganismos ruminais utiliza aménia como substrato para sintese de seus
proprios aminoacidos.

A ureia é a principal fonte de NNP adicionada a alimentagcdo de
ruminantes (Gabarra, 2001) e possui em sua composi¢gao valores proximos a
45% de N (Santos et al., 2001), conferindo a ela um equivalente proteico de
aproximadamente 281%. Sua utilizacdo vem sendo recomendada desde a
década de 1950, quando foram confeccionadas as primeiras normativas para
sua inclusdo na alimentagdo de vacas leiteiras (Reid, 1953). Em geral os
valores de inclusao recomendados ndo devem ultrapassar 1% da MS da dieta
(Santos et al., 2011).

Entretanto, sua caracteristica de rapida hidrélise ruminal com a liberagao
de grandes quantidades de N amoniacal no rumen (Golombeski et al., 2006;
Highstreet et al., 2010) pode ser uma desvantagem, tendo grande importancia
na decisao do uso desse produto. Geralmente a liberagdo de ambnia ocorre em
um ritmo mais acelerado do que a capacidade de absorcao pelas bactérias
ruminais, acarretando em perda para a corrente sanguinea através do epitélio
ruminal (Lapierre e Lobley, 2001).

Na corrente sanguinea, a amoénia € carreada para o figado e é
transformada em ureia através do ciclo da ureia ou ciclo da ornitina. Para que
ocorra essa sintese ha gasto energético ja que ha queima de ligagoes fosfato

de alta energia (Nelson e Cox, 2004).
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Um possivel efeito adverso do uso inadequado de ureia esta relacionado
ao potencial toxico da amdnia sobre o sistema nervoso (Visek, 1968),
causando quadros de tetania, timpanismo, sialorréia e dispneia. Além disso,
niveis excessivos de ureia plasmatica também estao relacionados a quedas no
desempenho reprodutivo (Rajala-Schultz et al., 2001; Rhoads et al., 2006).

Brito e Broderick (2007) e Highstreet et al. (2010), ao trabalharem com
ureia convencional para vacas em lactacdo, demonstraram impactos negativos
sobre o desempenho produtivo, com quedas em producgao de leite e também
nas produgdes de gordura, proteina e lactose, além de uma diminuicéo no teor
de proteina no leite e queda de 10% na eficiéncia alimentar. Santos et al.
(2011) também demonstraram aumentos do nitrogénio ureico no leite (NUL) em
vacas alimentadas com ureia convencional, pois o NUL tem relagdo direta com
0s niveis de ureia plasmatica (Hof et al., 1997) e consequentemente com a
performance reprodutiva quando em niveis elevados.

Desta forma, a ureia protegida da degradagcédo ruminal pode ser uma
alternativa a ureia convencional, pois através de uma liberacdo mais lenta da
ureia e consequentemente de amédnia, permite uma melhor utilizacdo do N
pelas bactérias ruminais (Galo et al., 2003).

A hipotese do presente estudo € que o uso de ureia protegida por
nanoparticulas proteicas na dieta de vacas leiteiras, ndo afeta a producao e a
composicao do leite desses animais.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho produtivo e
parametros sanguineos relacionados ao metabolismo de nitrogénio, em vacas
leiteiras alimentadas com uma dieta em que o farelo de soja foi substituido
parcialmente por ureia protegida por nanoparticulas proteicas resistentes ao

processamento térmico.

MATERIAL E METODOS

Esse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR), sob n° de
protocolo 888 — 12 versao, em 22/05/2014.

O experimento teve duragao total de 63 dias e foi realizado de outubro a
dezembro de 2014 no Setor de Bovinocultura Leiteira da Fazenda Experimental

Gralha Azul, pertencente a PUCPR, situada no municipio de Fazenda Rio
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Grande, Regido Metropolitana de Curitiba, PR. Foram utilizadas 45 vacas
leiteiras da raca Holandesa com 170 + 87 dias em lactagao, 1,9 + 0,9 lactacbes
e producdo média de leite de 34,9 + 5,9 kg.dia™ ao inicio do experimento. As
vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia (0600 e 1800 h) e alojadas em
confinamento total em estabulo tipo free-stall.

Os animais foram blocados em trés grupos distintos em fungéo da ordem
de lactagdo (OL), dias em lactacdo (DEL) e produgao de leite (PL); foram
selecionados somente animais com DEL superior a 45 dias e que ao término
do experimento contassem com no minimo 30 dias até a secagem.

O delineamento foi do tipo crossover e os animais de cada bloco
receberam simultaneamente um dos 3 tratamentos durante 21 dias
consecutivos, alternando-se os tratamentos entres os grupos ao término de
cada periodo de 21 dias. Os tratamentos foram: farelo de soja (FS), dieta sem
substituicdo de farelo de soja; ureia convencional (UC), dieta com substituicéo
parcial do farelo de soja por ureia pecuaria; e ureia protegida (UP), com
substituicdo parcial do farelo de soja por ureia protegida por nanoparticulas
proteicas. O material e a tecnologia empregados para a prote¢cao dessa ureia,
nao podem ser descritas devido ao contrato de confidencialidade firmado entre
as partes.

Uma dieta-base foi fornecida na forma de dieta total misturada (DTM)
(Tabela 01), duas vezes ao dia imediatamente apds as ordenhas das 0600 h e
1800 h, sendo o tratamento fornecido na forma de top-dressing sobre a dieta
da manha, pois o fornecimento de ureia no periodo da tarde pode diminuir a
absorcdo de amoénia pelo epitélio ruminal devido ao menor pH ruminal nesse
periodo (Santos et al., 2011) mascarando assim possiveis efeitos negativos de
ambas as ureias.

Como complementagdo a DTM, farelo de soja e milho moido foram
adicionados sobre a DTM ja no cocho, de forma a manter os tratamentos
isoenergéticos, isonitrogenados e com a mesma MS, de acordo com 0s niveis
recomendados pelo NRC Dairy Cattle (2001) (Tabela 02). A DTM foi fornecida
em quantidade suficiente para que houvesse no minimo 5% de sobras ao final
do dia.
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Tabela 01. Composicao da dieta base e da complementagao dos tratamentos.

Ingredientes (%MS) Dieta Base

Silagem de milho 43,07

Feno de tifton 1,46

Farelo de soja 13,01

Milho moido 15,93

Farelo de trigo 8,33

Residuo umido de cervejaria 6,47

Casca de soja 3,73

Calcario calcitico 1,15

Bicarbonato de sodio 1,05

Sal mineral 1,04

Sais calcicos de acidos graxos 0,60

Oxido de magnésio 0,22

Cloreto de sédio 0,22

Fosfato bicalcico 0,09

Premix microminerais 0,09

Adsorvente de micotoxinas 0,09

Complementacao no Cocho

FS uc UpP

Farelo de soja 3,45 - -

Milho moido - 3,24 3,24

Ureia pecuaria convencional - 0,52 -

Ureia protegida - - 0,59

MS = porcentagem de matéria seca; FS = Tratamento sem substituicdo de farelo de soja; UC =
tratamento com substituicdo parcial do farelo de soja por ureia pecuaria convencional; UP =
tratamento com substituicdo parcial do farelo de soja por ureia protegida.

Previamente ao fornecimento dos tratamentos, foi realizado um periodo
de covariavel com mensuracao da PL durante trés dias consecutivos. Nos dias
17, 18 e 19 de cada periodo, a PL foi mensurada e amostras de leite
compostas (manha e tarde) foram tomadas e acondicionadas em frascos com
bronopol. Posteriormente, as amostras foram enviadas a Associacao
Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raca Holandesa para analise dos
teores de gordura, proteina, lactose, caseina, nitrogénio ureico do leite (NUL) e
solidos totais, através de aparelho com infra-vermelho e a contagem de células

somaticas (CCS) através de citometria de fluxo. Foram calculadas as
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producdes em kg.d' de cada componente do leite, além de producdes de leite
em kg.d" corrigidas por energia, para 3,5% de gordura e a energia excretada
no leite em Mcal.d™" (Boermann et al., 2015), bem como a excrecdo em g.dia™
de NUL.

Tabela 02. Niveis nutricionais estimados das dietas experimentais com a
adicdo das respectivas suplementagdes, formuladas de acordo com o NRC
Dairy Cattle (2001)".

Dietas Experimentais

Niveis nutricionais (%MS)

FS uc UP
Matéria Seca (%MO) 48,18 48,19 48,30
Proteina Bruta 15,90 15,90 15,90
Proteina degradavel no rimen 10,50 11,00 10,40
Proteina ndo degradavel no rimen 5,40 4,90 5,50
Balango de PDR (g.d™) 148,00 258,00 124,00
Balango de PNDR (g.d™) 142,00 39,00 188,00
Fibra em detergente neutro 34,20 33,80 33,80
Fibra em detergente neutro de forragens 21,50 21,40 21,40
Fibra em detergente acido 19,20 18,90 18,90
Extrato etéreo 4,00 4,10 4,10
Carboidratos nao fibrosos 40,10 40,60 40,70
Nutrientes digestiveis totais para bovinos 71,00 71,00 71,00
Calcio 0,90 0,90 0,90
Fosforo 0,50 0,50 0,50

Consumos médios (kg.d™)

Consumo estimado de MO 49,39 49,52 49,39
Consumo estimado de MS 23,80 23,91 23,80
Consumo estimado de PB 3,78 3,80 3,78
Consumo estimado de N* 0,60 0,60 0,60

FS = Tratamento sem substituicdo de farelo de soja; UC = tratamento com substituicao parcial
do farelo de soja por ureia pecuaria convencional; UP = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia protegida; MS = matéria seca; MO = matéria original; PB = proteina
bruta; N = nitrogénio; PDR = proteina degradavel no rimen; PNDR = proteina ndo degradavel
no rumen.

' Niveis nutricionais gerados através das exigéncias do NRC Dairy Cattle 2001, utilizando os
seguintes parametros: vacas em lactagdo, 35,5 kg.d'1 de produgédo diaria de leite, raca
Holandesa, 42 meses de idade, 660 kg de peso vivo, 3,4% de gordura no leite, 2,88% de
E)roteina verdadeira no leite, 140 dias em lactagcéo e 60 dias de prenhez.

Consumo de PB.d™" x 0,46.

No 21° dia de cada periodo, foram coletadas amostras de sangue

individuais das 15 vacas por grupo. O sangue foi coletado em tubos a vacuo
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(Vacuette®) com ativador de coagulo (1 amostra) ou anticoagulante (7
amostras) e posteriormente centrifugado por 15 min a 3.500 RPM, o
sobrenadante foi retirado e acondicionado em microtubos, que foram
congelados a -20° C para posterior analises. A amostra para soro foi coletada
no momento do fornecimento do tratamento (TO) e as amostras para plasma
foram coletadas em 7 momentos distintos ao longo do dia, com 0, 1,2, 4,6, 8 e
10 horas apds o fornecimento dos tratamentos (TO, T1, T2, T3, T4, T5 e T6,
respectivamente).

A amostra de soro foi utilizada para dosagem de albumina e proteinas
séricas totais. A amostra de plasma foi utilizada para dosagem de ureia, com
posterior calculo do nitrogénio ureico plasmatico (NUP) através da
multiplicagdo da concentragdo de ureia plasmatica por 0,46, ja que o teor de
nitrogénio presente na molécula de ureia é de 46% (Lira, 2011).

Também no 21° dia de cada periodo, amostras spot de urina foram
coletadas das mesmas 15 vacas por grupo através de estimulagao vulvar apos
no minimo 4 horas da alimentagdo da manha. Em seguida, foram acidificadas
até pH < 3 para evitar destruicdo dos derivados de purinas e posteriormente
diluidas na proporgédo 1:4 em agua destilada e congeladas a 20° C negativos
para posterior analise de alantoina, através de método colorimétrico, adaptado
de Chen e Gomes (1992). Uma aliquota da amostra sem acidificagao foi
congelada em microtubos a -20°C para dosagens de creatinina e ureia.

A relacdo alantoina: creatinina foi utilizada como o preditor da absorcéo
intestinal de N oriundo de proteina microbiana (Neal et al., 2014). Os resultados
de ureia urinaria foram multiplicados por 0,46 para que o valor de N ureico
urinario fosse encontrado.

A producgao diaria de urina foi estimada com base na concentragdo de
creatinina urinaria das amostras spot em mg.L™, dividida pela excrecéo diaria
total de creatinina, a qual foi obtida através da multiplicagdo do peso vivo por
29,0, valor encontrado como uma constante de excrecao por Valadares et al.
(1999). Os valores de producéo de urina em L.d™" foram utilizados para calcular
as excregdes totais de N e alantoina urinarias em g.d' e mmol.d”,

respectivamente.
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Para as analises sanguineas, de creatinina e ureia urinaria, foram
utilizados kits comerciais (Labtest Diagnéstica S/A®). As andlises foram lidas
em aparelho de bioquimica semi-automatico (QuickLab — DRAKE®).

A pesagem e a avaliagdo de escore de condi¢gao corporal (ECC) foram
realizadas no 21° dia de cada periodo, sendo que para a avaliagdo do ECC foi
utilizada a escala de 1 a 5 (Wildman et al., 1982) com fragdes de 0,25. Foi
utilizada a média da avaliacdo de dois avaliadores treinados e independentes.

Amostras dos alimentos (silagem de milho, feno, ragédo comercial, residuo
de cervejaria, farelo de soja, milho moido e casca de soja) foram coletadas no
inicio do experimento para analise bromatolégica e utilizagdo na matriz
nutricional para a formulacéo da dieta.

A DTM base foi amostrada semanalmente e a cada periodo de 21 dias
uma amostra composta das trés semanas foi formada para posterior analises
de matéria seca, proteina bruta, fibora em detergente neutro, fibra em
detergente acido, extrato etéreo, residuo mineral, calcio, fésforo e o calculo de
CNF (AOAC, 1995). A MS da silagem de milho foi analisada semanalmente
com uso de analisador tipo KOSTER® e quando necessario, foi realizado o
ajuste da MS da DTM.

A analise estatistica dos dados de producdo e composicao de leite foi
realizada utilizando o PROC MIXED (Littell et al., 2006) do pacote estatistico do
SAS® Studio 3.5 (SAS, Cary Institute, 2016), com o seguinte modelo:

Yimi=u+Ci+Bj+ T+ P +Ejy

Y € a variavel dependente, y = meédia geral, C; = efeito do periodo de
covariavel, B; = efeito do bloco (j = 1 a 15), T = efeito do tratamento (j = 1 a 3),
P, = efeito do periodo (I = 1 a 3) e ejiy = erro residual.

Os dados referentes a bioquimica sanguinea e urinaria foram analisados
usando o PROC GLM com o mesmo software estatistico, o0 modelo utilizado foi:

Yik= M+ Vi+ T+ P+ TPy + Ei

Yix € a variavel dependente, y = média geral, V; = efeito de vaca (i =1 a
45), T; = efeito do tratamento (j = 1 a 3), Py = efeito do periodo (I = 1 a 3), T;*Px
= efeito da interaco tratamento e periodo, e ej, = erro residual.

As comparagdes entre as médias de todas as variaveis foram realizadas
através do teste de Tukey e caracterizados os contrastes (FSxUC, FSxUP e

UCxUP).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Composigao das dietas

Os resultados de composicdo da dieta base em cada um dos periodos

esta descrito na Tabela 03. Pode-se observar que ha um incremento no teor de

PB em relacao aos valores formulados (Tabela 02), entretanto essas variagdes

foram constantes durante os periodos, provendo niveis proteicos similares para

ambos os grupos durante o decorrer do periodo experimental.

Tabela 03. Composi¢ao nutricional da dieta base de cada um dos periodos

experimentais:

Dietas base
Niveis nutricionais (%MS)
1° Periodo 2° Periodo 3° Periodo

Matéria seca (%MO) 44,80 44,50 45,15
Proteina bruta 16,61 16,80 16,60
Fibra em detergente neutro 36,01 31,65 30,77
Fibra em detergente acido 16,00 13,19 12,34
Extrato etéreo 4,03 4,07 3,99
Residuo mineral 5,43 5,49 5,48
Carboidratos nao fibrosos 37,92 41,99 43,16
Nutrientes digestiveis totais para bovinos 66,30 66,76 66,56
Calcio 1,57 1,44 1,36
Fésforo 0,39 0,38 0,39

MO = Matéria original.

Producgédo e composigao do leite

Os resultados de producéo de leite em kg.d' (PL), producdo de leite

corrigida para 3,5% gordura (PLCG) e produgéo de leite corrigida por energia

(PLCE), nao apresentaram diferengcas significativas (p>0,05) entre os

tratamentos (Tabela 04).
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Tabela 04. Resultados de producdo e composicao do leite dos diferentes

grupos experimentais, em valores médios por tratamento.

Dietas Experimentais Valores de p
Parametros
FS uc UP EPM | FSxUC FSxUP UCxUP
kg.d™
Producéo de leite 34,03 33,86 33,49 0,36 0,95 0,57 0,78
PLCG 3,5% 32,31 31,50 31,83 0,36 0,42 0,69 0,79
PLCE 32,76 32,05 32,24 0,34 0,48 0,63 0,93
Gordura 1,08 1,03 1,06 0,01 0,25 0,76 0,36
Proteina 1,05 1,04 1,03 0,01 0,88 0,46 0,64
Caseina 0,82 0,81 0,80 0,00 0,90 0,48 0,64
Lactose 1,56 1,55 1,53 0,01 0,98 0,58 0,72
Sdlidos totais 4,02 3,96 3,95 0,04 0,63 0,56 1,00
Teores em %

Gordura 3,23 3,10 3,19 0,03 0,26 0,87 0,39
Proteina 3,13 3,12 3,1 0,01 0,90 0,55 0,87
Caseina 2,45 2,45 2,43 0,01 0,97 0,62 0,78
Lactose 4,57 4,57 4,58 0,01 0,98 0,68 0,85
Sdélidos totais 11,89 11,74 11,82 0,04 0,17 0,74 0,44
ECS 3,11 3,16 3,01 0,10 0,92 0,80 0,63
NUL (mg.dL™) 15,82 16,56 16,66 0,30 0,27 0,23 0,97
NUL (g.d™) 5,41 5,68 5,58 0,12 0,37 0,71 0,81
Energia (Mcal.d™) 2201 2151 2165 | 024 0,44 0,61 0,90

FS = Tratamento sem substituicdo de farelo de soja; UC = tratamento com substituicao parcial do
farelo de soja por ureia pecuaria convencional; UP = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia protegida; EPM= erro padrdao da média; PLCG = Produgdo de leite
corrigida para 3,5% de gordura; PLCE = Produgao de leite corrigida para energia; ECS = Escore
de células somaticas por transformacao logaritmica; NUL = Nitrogénio ureico no leite.

Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et al. (2011), ao
substituirem parcialmente o farelo de soja por cerca de 0,6% de ureia
encapsulada ou ureia convencional na matéria seca da dieta de vacas em
lactacdo. Esses autores relataram uma manutencdo na producado de leite
juntamente com uma menor ingestdo de matéria seca (IMS), demonstrando
assim um incremento na eficiéncia alimentar de 1,344 kg no grupo controle

para 1,396 kg no grupo com ureia encapsulada.
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Comportamento semelhante foi observado por Giallongo et al. (2015), que
ao compararem dietas para vacas em lactagdo com e sem inclusao de 0,4% de
ureia encapsulada e ambas com deficiéncia em proteina metabolizavel (PM)
(de acordo com as exigéncias do NRC 2001), ndo encontraram diferengas na
PL e na PLCE.

Ambos os trabalhos citados acima, utilizaram fontes energéticas em
diferentes niveis entre as dietas com e sem ureia. No presente estudo para
ajuste da MS entre os tratamentos, foi utilizado milho moido nas dietas
contendo ureia protegida ou convencional.

Agle et al. (2010) compararam dietas com ureia encapsulada porém com
diferentes inclusbes de milho moido e observaram que o acréscimo de energia
na forma de amido diminuiu significativamente a concentracdo de aménia
ruminal e consequentemente melhorou a eficiéncia na utilizagdo de nitrogénio
(N) para a sintese de leite, visto que as produgdes diarias foram de 36,0 e 33,2
kg.leite.dia™ na dieta com maior e menor inclus&o de milho, respectivamente.

Entretanto, a adicdo de amido em dietas de vacas leiteiras deve ser
cautelosa, pois no mesmo trabalho citado anteriormente (Agle et al., 2010),
houve depressdo no teor (%) e producdo (kg.dia™') de gordura do leite, bem
como uma queda na PLCG a 4%. Isso evidenciou claramente um efeito
negativo sobre o ambiente ruminal e consequentemente depressao na sintese
de gordura pela glandula mamaria (Bauman et al., 2008).

Outros autores, que trabalharam com ureia protegida em substituicdo ao
farelo de soja também n&o encontraram diferencgas significativas em PL (Souza
et al., 2010) e PL e producdes de sélidos do leite (kg.d') (Golombeski et al.,
2006). Neal et al. (2014) também ndo encontraram diferencas significativas na
PLCG e PLCE, quando adicionaram 0,49% de ureia protegida a dieta de vacas
em lactacao.

Em relagdo a inclusdo de ureia convencional, trabalhos demonstram que
inclusdes de cerca de 1,9% da MS da dieta (Brito e Broderick, 2007; Gongalves
et al.,, 2014), ou seja, acima dos niveis recomendados, podem acarretar em
menor IMS, menor PL, além de menores PLCG e PLCE, diminuindo como um
todo a eficiéncia produtiva dos animais. Oliveira et al. (2004), ao utilizarem trés
niveis diferentes de inclusdo de ureia convencional com base na MS da dieta

(0,70, 1,40 e 2,10%) de vacas em lactagdo, também encontraram quedas
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significativas na IMS nos niveis acima de 1%, entretanto, a PLCG a 3,5% néo
apresentou queda nesses mesmos tratamentos.

Ja Galo et al. (2003) ao compararem o desempenho de vacas recebendo
dietas com 0,3% de ureia convencional ou 0,7% de ureia protegida na MS da
dieta, ndo encontraram diferengas significativas em PL e em IMS, os autores
atribuiram esses resultados a uma possivel perda na protecdo da ureia devido
aos danos fisicos da camada protetora durante o processamento da dieta.

Alguns mecanismos podem estar envolvidos na queda de IMS devido a
ingestao de ureia, porém a diminuigdo por baixa palatabilidade da ureia parece
nao ser um fator importante de queda na IMS, quando animais recebem ureia
encapsulada misturadas em uma DTM (Santos et al., 2011). H& trabalhos
demonstrando também que infusbes intrarruminais de ureia afetam
negativamente a IMS, levando a crer que existem mecanismos depressores
sistémicos (Wilson et al., 1975).

Esses mecanismos parecem estar relacionados a uma acidificagcao das
células epiteliais quando essas absorvem grandes quantidades de aménia do
rumen (Visek et al., 1968), causando assim uma diminuicdo da motilidade
ruminal (Antonelli et al., 2004) e consequente menor IMS (Juhasz e Szegedi,
1983).

No presente estudo nd&o foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) no teor e na produgdo de gordura do leite entre os tratamentos
(Tabela 04). Esses resultados diferem parcialmente de Souza et al. (2010), que
ao adicionarem ureia protegida (0,4% da MS) em substituicdo parcial ao farelo
de soja, encontraram uma queda somente no teor como porcentagem de
gordura do leite e ndo na produgéo desse componente em kg.dia™.

Silveira et al. (2012), obtiveram resultados distintos dos observados nesse
trabalho. Encontraram uma redug¢do no teor de gordura do leite de 3,82 para
3,75 ao adicionarem ureia protegida (7,5% da matéria original) e milho moido
em substitui¢cdo parcial ao farelo de soja na dieta de vacas em lactagao.

Santos et al. (2011) trabalharam com dietas contendo ureia convencional
ou ureia protegida, em substituicdo ao farelo de soja e ndao encontraram
diferengas na produgéo de gordura do leite, porém os autores nao realizaram a
comparagao entre os dois tipos de ureia. Broderick e Reynal (2009) também

nao encontraram diferengas no teor e na produgao de gordura do leite, quando
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da incluséo de niveis de ureia convencional variando entre 0,41 a 1,31% da MS
da dieta de vacas em lactacao.

Ha autores que citam uma possivel elevagéo da gordura do leite com o
uso de ureia protegida na dieta de vacas em lactagao (Highstreet et al., 2010).
Isso ocorreria devido a uma estabilizacdo da fermentagcdo ruminal e
consequentemente mudanca no perfil de acidos graxos volateis (AGV)
absorvidos pelo animal.

As producbes diarias e os teores de proteina, caseina, lactose e solidos
totais do leite ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05) entre os
tratamentos do presente estudo (Tabela 04). Consequentemente a excregéo de
energia no leite em Mcal.kg.d' também nZo foi afetada pelos diferentes
tratamentos.

Esses resultados corroboram os resultados obtidos por Santos et al.
(2011), Silveira et al. (2012) e Inostroza et al. (2010), que nao relataram
diferengcas nos parametros citados. Ja Souza et al. (2010), obtiveram uma
diferenca significativa no teor de sodlidos do leite quando ureia protegida
substituiu parcialmente o farelo de soja na dieta.

Quando Highstreet et al. (2010) compararam ureia convencional a ureia
protegida por gordura, foram encontradas diminui¢des significativas nos teores
e produgdes de gordura, proteina e solidos totais do leite nos animais que
receberam ureia convencional. Esses resultados afetaram negativamente a
energia excretada no leite, que também foi menor nesse grupo (131,8 x 136
MJ.d™"), esses resultados foram relacionados & uma fermentagdo ruminal mais
estavel quando a ureia protegida foi usada, com picos de aménia menores e
mais curtos.

Broderick e Reynal (2009), encontraram uma diminuicdo de somente 0,05
kg na producao diaria de proteina do leite quando os animais receberam 0,41%
de ureia convencional na MS da dieta, essa diminui¢ao foi maior com os niveis
crescentes de 0,84 e 1,31% de ureia convencional, sendo que o ultimo nivel de
inclusdo também afetou negativamente a producdo de lactose em kg.d”,
porém, essas diferengcas ndo foram encontradas nos teores de ambos os

componentes citados (proteina e lactose).
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Nao houve diferenga significativa (p>0,05) nos valores de CCS entre os
grupos. Demonstrando que n&o houve diferengas significativas (p>0,05) na
saude da glandula mamaria nas vacas participantes do estudo.

Os valores de NUL (mg.dL”' e g.d') e os teores de caseina ndo
apresentaram diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos (Tabela 04),
demonstrando que a utilizacido do N pelas bactérias ruminais foi semelhante
nos diferentes tratamentos.

Aquino et al. (2009), também n&o encontraram diferencas nos teores de
caseina e de ureia no leite de vacas alimentadas com 0,75 e 1,50% de ureia
convencional em substituicdo ao farelo de soja. Segundo esses autores, néo ha
prejuizos no rendimento industrial do leite de vacas alimentadas com inclusées
de ureia em niveis de até 1,50% na MS da DTM, ja que as quantidades
absolutas e também as relacbes entre esses componentes do leite ndo
variaram.

Highstreet et al. (2010), n&o observaram diferencas nos teores de NUL
entre vacas no terco inicial de lactagao recebendo ureia convencional ou ureia
protegida. Entretanto, houve um aumento no NUL no leite de vacas em terco
meédio de lactagdo recebendo ureia convencional, resultado que difere do
presente estudo.

Silveira et al. (2012), ndo encontraram diferencas no NUL somente
quando ureia protegida foi adicionada a dieta de vacas leiteiras juntamente com
milho moido, todavia, quando a adi¢gédo foi acompanhada de silagem de milho,
os teores de NUL variaram entre os grupos. Esses resultados vao de encontro
aos obtidos por Santos et al. (2011), que relatou maiores niveis de NUL quando
os animais foram alimentados com ureia convencional juntamente com polpa
citrica, em comparagdo a um grupo controle. Isso demonstra que quando a
ureia é utilizada com fontes de energia de menor disponibilidade ruminal
quando comparadas ao milho moido, pode haver menor utilizacdo de amoénia e
maior escape de N do rumen sob a forma de aménia.

Outro fator que pode ter contribuido para a similaridade dos resultados de
NUL entre os tratamentos, é o teor de PB igual entre os tratamentos. Autores
demonstram que o teor de PB é o principal fator relacionado a variagdes no
NUL (Hof et al., 1997; Aguilar et al., 2012). Além disso, a reciclagem de N em

ruminantes parece ser um mecanismo importante para o reaproveitamento
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desse N pelas bactérias ruminais (Reynolds e Kristensen, 2008), o que pode
explicar a auséncia de diferengas (p>0,05) em NUL.

Os resultados de producdo e composicdo do leite demonstram que a
ureia protegida por nanoparticulas proteicas, pode manter um ambiente ruminal
adequado aos microrganismos ruminais, sem prejuizo a digestibilidade dos
alimentos, por exemplo.

A ureia convencional quando fornecida juntamente com quantidades
suficientes de fontes de amido, também manteve o ambiente ruminal adequado
no presente estudo, provavelmente mantendo a multiplicagdo bacteriana em
niveis adequados a uma boa digestibilidade dos alimentos. Isso se deve ao fato
de que a energia na forma de amido € o fator dietético mais importante na

eficiéncia e na intensidade da sintese de proteina no rimen (Agle et al., 2010).

Parametros urinarios e de bioquimica sanguinea

Nao foram encontradas diferengas significativas (p>0,05) nos resultados
de peso vivo, proteinas séricas, albumina, ureia urinaria e produ¢ao de urina
entre os grupos (Tabela 05).

Os resultados de proteinas séricas e albumina sdo semelhantes aos
encontrados por Calomeni (2011), que ao fornecer ureia com dois tipos de
encapsulamento, nao encontrou diferengas na comparacao de ambas as ureias
com o controle e com a ureia convencional. Levando-se em conta que as
proteinas sanguineas podem contribuir com cerca de 15 a 40% do total de
proteinas sintetizadas no tecido hepatico (Kozloski, 2011), pode-se perceber
que ambas as ureias ndo afetaram o metabolismo de aminoéacidos no figado.

Os resultados de producdo de urina parecem estar superestimados, uma
vez que diversos trabalhos, com dietas e vacas de pesos e producdes
semelhantes ao do presente estudo, demonstram producdes urinarias
expressivamente menores (Broderick, 2003; Galo et al., 2003; Broderick e
Reynal, 2009; Santos et al., 2011). Entretanto, Valadares et al. (1999),
relataram producdes urinarias semelhantes (cerca de 47 L.d") utilizando a
mesma constante de excregéo de creatinina (29 mg.kg™” PV).

Highstreet et al. (2010) trabalharam com ureia convencional ou protegida

com vacas no terco inicial ou terco médio de lactagao e encontraram producgdes
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estimadas proximas as do presente estudo, com produgdes de 47,3 e 48,6 L.d™"
para o grupo com ureia convencional e de 46,4 e 45,2 L.d™"' para o grupo com
ureia protegida, para vacas do terco inicial e médio de lactagao,

respectivamente.

Tabela 05. Resultados de bioquimica sanguinea, de parametros e estimativas
urinarias e peso dos animais dos diferentes grupos experimentais, em valores

meédios por tratamento.

Dietas Experimentais Valores de p
Parametros
FS uc UP EPM | FSxUC FSxUP UCxUP
mg.dL-1
Proteinas totais (mg.dL™) 7,66 7,63 7,56 0,05 0,95 0,54 0,73
Albumina (mg.dL™) 2,78 2,74 2,80 0,02 0,37 0,81 0,13
Creatinina urina (mg.dL™") 44,69 42,14 47,88 1,62 0,71 0,58 0,16
Ureia urinaria (mg.dL™) 1189,26 1199,22 1306,93 | 52,53 0,99 0,47 0,51
Excregodes diarias

Creatinina urinaria (mmol) 144,41 144,33 144,58 1,23 0,96 0,84 0,66
Ureia urinaria (g) 500,76 534,43 573,44 22,05 0,80 0,35 0,73
Produgéao de urina (L) 57,38 58,44 49,76 3,10 0,98 0,33 0,22
N-ureico urinario’ (g) 231,31 246,17 263,78 10,14 0,81 0,38 0,73

kg
Peso vivo 679,57 678,86 679,86 5,81 0,86 0,97 0,74

FS = Tratamento sem substituicdo de farelo de soja; UC = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia pecuaria convencional; UP = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia protegida. EPM = erro padrao da média.

= Ureia urinaria x 0,466.

Os valores de N-ureico excretado diariamente via urinaria nao diferiram
significativamente entre os grupos (Tabela 05). A redugcdo da excregcédo de
nitrogénio via urina, demonstra uma correlagao positiva com a menor excre¢ao
de N por via fecal (Hristov et al., 2011; Lee et al., 2012). Essas informacgdes
demonstram que os tratamentos foram iguais sob o ponto de vista de impacto
ambiental.

Broderick e Reynal (2009) ao utilizarem diferentes niveis de ureia
convencional na dieta de vacas em lactagdo (0,41 a 1,31% da MS),
observaram niveis mais altos de excre¢ao de N-ureico nas menores produgdes

de urina. O mesmo comportamento foi encontrado por Giallongo et al. (2015),
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ao compararem duas dietas deficientes em PM, uma delas, com 0,4% de ureia
protegida com base na MS.

Galo et al. (2003) relataram maiores excre¢gdes de N-ureico na urina de
vacas que receberam ureia protegida em comparagao ao grupo sem ureia.
Esses autores atribuiram a maior excrecdo de N na urina devido a uma menor
utilizacdo do N pelas bactérias ruminais, porém as maiores excre¢des de N na
urina foram encontradas juntamente com as maiores produgdes de urina,
resultado que difere dos apresentados no presente estudo.

Os resultados de alantoina urinaria ndo diferiram (p>0,05) entre os
tratamentos (Tabela 06), demonstrando assim que ndo houve diferengas na

sintese e na absorgéo de proteina microbiana (Pmic) entre os tratamentos.

Tabela 06. Resultados relacionados a alantoina urinaria e sintese de proteina

microbiana.
Dietas Experimentais Valores de p
Parametros
FS ucC uP EPM | FSxUC FSxUP UCxUP
Alantoina (mmoI.L”) 10,77 10,34 10,80 0,37 0,86 0,42 0,18
Alantoina (mmol.d”) 521,02 536,34 562,13 26,64 0,97 0,82 0,92
Alantoina:creatinina 3,01 3,10 3,17 0,15 0,97 0,91 0,98

FS = Tratamento sem substituicdo de farelo de soja; UC = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia pecuaria convencional; UP = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia protegida. EPM = erro padrao da média.

A avaliacdo da excrecao de derivados de purina na urina fornece
estimativas confiaveis da producdo de proteina microbiana no rumen, pois o
principal derivado excretado na urina de bovinos é a alantoina (Valadares et al.,
1999). Neal et al. (2014) demonstraram que a relagdo alantoina: creatinina
pode ser utilizada com sucesso para esse fim.

Santos et al. (2011) ndo encontraram diferencas na relagdo alantoina:
creatinina e na excrecdo diaria de alantoina em mmol.d”', em vacas leiteiras
alimentadas com ureia protegida. O mesmo resultado foi observado por Neal et
al. (2014), que ao adicionarem 0,49% de ureia protegida em substituicdo a uma
mistura de farelo de soja e de canola ndo obtiveram aumento significativo

nesses parametros. Ja Galo et al. (2003), ao compararem o fornecimento de
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ureia convencional a ureia protegida para vacas em lactagao, nao encontraram
diferencas nas excrecdes em mmol.d”' desse derivado de purina.

Os valores de NUP encontrados nos diferentes grupos apresentaram
diferencgas significativas (p<0,05) com 0, 4, 6, 8 e 10 horas apds a alimentacgéo

da manha (Figura 01).

Figura 01. Grafico dos valores de NUP dos diferentes tratamentos (FS, UC,

UP) nos diferentes tempos de coleta apds o fornecimento da manha.

NUP (mg.dL-1)

0 1 2 4 6 8 10

Horas apds ingestao

| Tratamento ~ =emgus S =g UC s—— (P

NUP = nitrogénio ureico plasmatico em mg.dL'1; FS = Tratamento sem substituicdo de farelo de
soja; UC = tratamento com substituigdo parcial do farelo de soja por ureia pecuaria convencional;
UP = tratamento com substituigdo parcial do farelo de soja por ureia protegida. EPM = erro
padrdao da média.

Nota: Letras diferentes no mesmo horario significam diferenga significativa (p<0,05).

No TO o maior valor médio foi encontrado no grupo FS (18,43 mg.dL™),
enquanto que no T3, T4 e T5 os maiores valores foram do grupo UC (21,92,
22,13 e 21,46 mg.dL™", respectivamente). Em todos os horarios os valores de

NUP para os grupos UC e UP foram iguais (p>0,05) (Tabela 07).
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Tabela 07. Resultados de NUP dos diferentes grupos experimentais e em

diferentes tempos de coleta.

Dietas Experimentais Valores de p

Parametros

FS uc UP EPM FSxUC FSxUP UCxUP

mg.dL"

NUP TO 18,43°  17,44®  17,14° 0,41 0,07 0,01 0,78
NUP T1 19,27 19,54 19,10 0,46 0,86 0,94 0,67
NUP T2 19,79 20,63 19,65 0,45 0,26 0,96 0,16
NUP T3 20,36°  21,92° 21,08% 0,47 0,02 0,43 0,32
NUP T4 20,377 22,13°  21,68% 0,52 0,02 0,11 0,76
NUP T5 19,49°  21,46°  21,43° 0,53 0,0024  0,0027  0,9989
NUP T6 18,99° 21,49  21,72° 0,53 | <0,0001 <0,0001 0,9129
NUP médio 19,52 20,65 20,25

Letras diferentes na mesma linha, significam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias e
letras iguais significam que n&do ha diferencga significativa (p>0,05) entre as médias.

FS = Tratamento sem substituicdo de farelo de soja; UC = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia pecudria convencional; UP = tratamento com substituicdo parcial do
farelo de soja por ureia protegida. EPM = erro padrdao da média. NUP = nitrogénio ureico no
plasma.

TO =0h; T1=01h; T2 =02h; T3 = 04h; T4 = 06h; T5 = 08h e T6 = 10h, em relacao a alimentacao
matinal.

O pico de NUP encontrado em todos os tratamentos se deu em torno de 4
a 6 horas apds a alimentacao da manha. Esse resultado vai de encontro ao
relatado por Highstreet et al. (2010), que citam que o pico de ureia plasmatica
geralmente ocorre entre 1 e 4 horas apos a ingestao.

Ja Santos et al. (2011), encontraram os picos de NUP cerca de 2 horas
apos a ingestdo matinal de ureia convencional ou ureia protegida. Esses
autores também citam que o pico de NUP nao foi encontrado na alimentacéao
da tarde, provavelmente devido ao menor pH ruminal e também ao pico de
degradacgao de carboidratos, ambos acontecendo nesse periodo (Salvador et
al., 2008).

O pH influencia diretamente na forma e consequentemente na absorcao
da amébnia presente no rumen. Em pH préximo da neutralidade a forma nao
protonada estd em maior propor¢cao, essa forma também apresenta maiores
taxas de absorcao em relagcao a forma protonada, que esta presente em maior

propor¢dao em pH acido (Abdoun et al., 2007), o que provavelmente contribuiu
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para que os valores de NUL ndo se alterassem entre os grupos, mesmo com

valores de NUP maiores nos tratamentos com ambas as ureias.

CONCLUSAO

A adicao de até 0,59% de ureia protegida por nanoparticulas e de 0,52%
de ureia convencional na MS da DTM de vacas em lactagdo, ndo alteram a
producdo e composicao do leite, bem como as variaveis urinarias nesses
animais, indicando que sua utilizagdo mantém um ambiente ruminal adequado
para a producao leiteira.

Sob o ponto de vista de absorgdo de amébnia no rumen, a protecao da
ureia por nanoparticulas proteicas nao foi capaz de diminuir a velocidade de
absorgao, ja que o grupo UP obteve resultados de NUP semelhantes aos do

grupo UC.
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CAPITULO 3

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados de producdo e composicdo do leite, de bioquimica
sanguinea, bioquimica urinaria e de alantoina encontrados nas condi¢des do
presente estudo, mostram que a adigdo de ureia protegida por nanoparticulas
proteicas a niveis de até 0,59% da matéria seca da dieta, mantém um ambiente
ruminal adequado a producéo leiteira; fornecendo quantidades suficientes de
proteina microbiana no intestino delgado, o que foi demonstrado pela relagao
alantoina: creatinina sem diferengas entre os grupos.

O fornecimento de fontes de amido juntamente com as de nitrogénio nao
proteico, mostrou ser imprescindivel para a adequada utilizacdo da aménia
pelas bactérias ruminais, podendo ser utilizado estrategicamente em situagdes
de substituicdo de concentrados proteicos por ureias.

Sob o ponto de vista de absor¢cdo de amébnia no rumen, a protecao da
ureia por nanoparticulas proteicas ndo foi capaz de diminuir a velocidade de
absorcgao, ja que o grupo UP obteve resultados de NUP semelhantes aos do
grupo UC. A reciclagem de N demonstra ter papel importante no metabolismo
desse nutriente pelos ruminantes, visto que mesmo com as maiores absor¢des
de aménia ruminal nos grupo UC e UP, as excre¢des de nitrogénio via leite e
urina n&o diferiram entres os trés grupos.

Talvez niveis de inclusao de ureia mais proximos do limite recomendado
(cerca de 1%), ou seja, maiores que os praticados no presente estudo e a néo
adicao de fontes de amido (milho moido) possam exacerbar os possiveis
efeitos negativos de ambas as ureias e apresentar diferengas significativas

guando comparados a uma dieta sem substituigao parcial do farelo de soja.
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Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pré-Retoria de Pesqusa ¢ Pés Graduagde
AN et Comité de Exca em Pesquisa

PUCPR

GALTA MARSSTA Curitiba, 22 de maio de 2014.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: §88 - 1° Varsio

TITULO DO PROJETO: Avaliagho produtiva @ reprodutiva da vacas alimentadas com uma dista com
substituicio parcial do farelo de soja per ureia de liberagdo anta.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Claudia Turra Pimpdo
EQUIPE DE PESQUISA: Claudia Turra Pimpao

INSTITUICAD
Pontificia Uriversidade Catélica do Parana

ESCOLA / CURSO:
Escola de Cidncias Agrarias ¢ Madicina Veterinana / Mestrado
ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO CATEGORIA QUANTIDADE |
Hos taurus (Vaca lelein Fémoas = Adultas, 500 a 700 lg. G/ Mediato 43
| Holandesa) [

O coleglago do CEUA am reunido no dia 22082014, avalicy 0 projeto e emite © Saguinte parscer:
APROVADO.

PUCPR de forma clara o suointa, identficanda a pane do protocok 8 ser modficado & as suas
jstificativas,

Se houver mudanga do prolocoks o pesquisader deve anviar um relatdno ac CEUA-PUCPR dascrevanda
ds forma clara e suainta, a partd do pratocok & ser modificads @ as suas justificativas,

Se a pesguisa, cu parte deta far reaizada em outras instituiches, cabe ac pesquisador nda incld-la anes
de receber a autorizagdo formal para a Sua reaizacdo. O decumento que autoriza o inick da pesquisa deve s6r
canmbado 8 assinada pelo responsdvel da INSHUCAHO @ deve sar mantido em poder do pesquisador respansdval,
Padendo ssr requendo por este CEUA em qualquer tampo,

Lembramos a0 pasgusador qua 4 ocbrigatdrio encaminhar o relasdno anual parcial e relatdrio final da
pasquisa 8 asla CEUA,

/A

Atenciosaments,

Fus maouada Conoesslo, 1155 Prodo Vhe CEPB0215-001 Curiths Porard Brasil

Cataa postal 17315 CEP 80 242900 Tolofora (41) 271 2202 www puopebe
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