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Resumen

En las Ultimas décadas, el contenido proteico de los piensos de engorde en
conejos se ha reducido para optimizar las férmulas, minimizar el riesgo de
trastornos digestivos, asi como la excrecion de N al ambiente. Bajo estas
circunstancias, es fundamental el desarrollo de métodos que permitan evaluar
el correcto ajuste de cada amino&cido de la dieta. El presente trabajo evaluo el
nivel de nitrégeno ureico plasmatico (PUN) como un posible indicador del
desequilibrio aminoacidico en conejos de engorde. Para ello se formularon dos
piensos: uno siguiendo las recomendaciones con 8.1 g de lisina por kg de
materia seca (P8.1) y otro, deficitario, con 4.4 g de lisina por kg de materia seca
(P4.4). Se utilizaron un total de 72 conejos en tres pruebas distintas: evolucién
diaria bajo alimentacion ad libitum (Diario), y dos con restriccion total del
alimento durante las 10 h previas a la extraccion de sangre, una restableciendo
la alimentacion a las 08:00h (Rest8h) y la otra a las 18:00 h (Rest18h). En
todas ellas se realiz6 un disefio experimental con cambios donde se controlé la
ingestion. La sangre fue extraida, de la arteria central de la oreja seis veces por
tratamiento (1 mL utilizando un catéter y almacenado en viales con EDTA), en
el caso del control diario cada 4 h, desde las 08:00h , y en el caso de las
restricciones, cada h tras el restablecimiento de la alimentacion. En cuanto a la
evolucion diaria, el nivel de PUN estuvo vinculado a la ingestion previa, siendo
ambos maximos a las 20:00h (15.9 mg/dL y 10.9 g/h) y minimos a las 8:00h
(13.4 mg/dL y 4.8 g/h). Los conejos alimentados con el pienso P4.4
presentaron una ingesta significativamente menor (-21.4+4.6 g/d; P<0.01) y un
mayor nivel de PUN (+2.13+26 mg/dL; P<0.001) que aquellos alimentados con
un pienso P8.1, mostrando las mayores diferencias de PUN a las 08:00h
(+2.34+£0.52 mg/dL; P<0.001). En caso de Rest8h, se obtuvieron datos para el
PUN con una mayor variabilidad (probablemente debidos a la interferencia de
la cecotrofia) mientras que en Rest18h, se redujo la variabilidad y se obtuvo la
diferencia mas significativa de los niveles de PUN entre tratamientos a las
21:00h (+1.96+0.66 mg/dL;P=0.003). En conclusion, en el caso de las
restricciones Rest18h podria ser el procedimiento mas adecuado para evaluar
desequilibrios aminoacidicos en la dietas de conejos de engorde.

Palabras clave: Conejo, aminoacido, nitrégeno ureico plasmatico, ingestion.

Abstract

In last decades, the protein content in feeds of growing rabbit has been reduced
with the objective to decrease the risk of digestive disorders, minimize N
excretion to environment and to optimize diets. Under these conditions, a
correct amino acid formulation feed could be crucial. This study evaluates the
level of plasma urea nitrogen (PUN) as a possible indicator of amino acids
deficit in growing rabbits. Two diets were formulated with 8.1 and 4.4 g of lysine
per kg of dry matter, within the recommendations (P8.1) and below them (P4.4),
respectively. A total of 72 growing rabbits were used in three different trials: ad



libitum feeding (Diario) or complete restriction during ten hours, re-feeding at
08:00h (Rest8h) or 18:00h (Rest18h). A design with change was used in the
three trials, and feed intake between sampling was controlled. Blood was drawn
from the central artery of the ear six times for each treatment (1mL using a
catheter and stored in vials with EDTA), every four hours in Diario trial, and
every hour since re-feeding in case of Rest8h and Rest18h trials. In trial Diario,
changes in the level of PUN were associated to the previous intake, being both
maximum at 20:00h (15.9 mg/dL and 10.9 g/d) and minimum at 8:00h (13.4
mg/dL and 4.8 g/d). Rabbits that were fed with P4.4 had significantly lower feed
intake (-21.4+4.6 g/d; P<0.01) and higher level of PUN (+2.13+26 mg/dL;
P<0.001) than those fed with P8.1. Differences in PUN between diets were
maximized at 04:00h to 12:00 (+2.63+0.67 mg/dL; P<0.001). In case of trial
Rest8h, PUN data presented a higher variability probably due to caecotrophy
interference. Finally in trial Rest18h, PUN data presented a lower variability,
being the most significant difference between treatments at 21:00h. (+1.95+0.96
mg/dL; P=0.0033). In conclusion, PUN determination 3 h after re-feeding at
21:00 could be consider as an adequate method to evaluate aminoacid
imbalance in growing rabbits.

Keywords: Rabbit, amino acid, plasma urea nitrogen, feed intake.

Resum

En les ultimes décades, el contingut proteic dels pinsos d'engreixament en
conills s'ha reduit per optimitzar les formules, minimitzar el risc de trastorns
digestius, aixi com l'excrecié de N a I'ambient. En aquestes circumstancies, és
fonamental el desenvolupament de metodes que permetin avaluar el correcte
ajust de cada aminoacid de la dieta. El present treball tracta d’avaluar el nivell
de Nitrogen ureic plasmatic (PUN) com un possible indicador del desequilibri
aminoacidic en conills d'engreixament. Per aix0 es van formular dues
fabricacions de pinsos: un seguint les recomanacions amb 8.1 g de lisina per kg
de materia seca (P8.1) i un altre, deficitari, amb 4.4 g de lisina per kg de
matéria seca (P4.4). Es van utilitzar un total de 72 conills en tres proves
diferents: evolucié diaria amb alimentacié ad libitum (Diari), i dos amb restriccid
total de l'aliment durant les 10 h prévies a l'extraccié de sang, una restablint
I'alimentacio a les 08: 00h ( Rest8h) i l'altra a les 18:00 h (Rest18h). En totes
elles es va realitzar un disseny experimental amb canvis, on es va controlar la
ingestio. La sang va ser extreta, de l'arteria central de l'orella sis vegades per
tractament (1 ml utilitzant un catéter i emmagatzemat en vials amb EDTA), pel
cas del control diari cada 4 h, des de les 08: 00h, i pel de les restriccions, cada
h després del restabliment de l'alimentacid. Pel que fa a I'evolucié diaria, el
nivell de PUN va estar vinculat a la ingestié prévia, tots dos maxims a les 20:
00h (159 mg/dLi10.9g/h)iminims ales 8: 00h (13.4mg/dli4.8g/h).Els
conills alimentats amb el pinso P4.4 van presentar una ingesta significativament



menor (-21.4 + 4.6 g / d; P <0.01) i un major nivell de PUN (+ 2.13 £ 26 mg / dI;
P <0.001) que aquells alimentats amb un pinso P8.1, mostrant les majors
diferéncies de PUN a les 08: 00h (+ 2.34 £ 0.52 mg / dL; P <0.001). En cas de
Rest8h, es van obtenir dades per al PUN amb una major variabilitat
(probablement a causa de la interferencia de la cecotrofia) mentre que en
Rest18h, es va reduir la variabilitat i es va obtenir la diferencia més significativa
dels nivells de PUN entre tractaments a les 21: 00h (+ 1.96 + 0.66 mg / dL; P =
0.003). En conclusio, en el cas de les restriccions Restl8h podria ser el
procediment més adequat per avaluar desequilibris aminoacidicos a la dietes
de conills d'engreixament.

Paraules clau: Conill, aminoacid, Nitrogen ureic plasmatic, ingestio.

Introduccion

Espafa es el tercer pais europeo productor de carne de conejo (FAOSTAT,
2013). Uno de los factores que ha permitido el incremento de esta produccién
ha sido la seleccion genética indirecta en las lineas paternales por velocidad de
crecimiento (VC) (Baselga, 2004), la cual ha mejorado el indice de conversion
(IC) debido a su correlaciébn genética negativa (Blasco, 1989). Aunque,
paralelamente, es posible que las necesidades nutricionales de estos animales
hayan sido modificadas. A fin de asegurar la expresion del potencial genético,
las dietas de engorde deberan aportar los nutrientes necesarios que permitan
afrontar estas crecientes exigencias.

La alimentacion supone el principal coste en las granjas de conejos. Con el fin
de reducir dichos costes se intenta reducir el IC, factor de mayor peso
econdémico en la produccién cunicola (Cartuche et al., 2014). Para optimizar
dicho indice, era frecuente encontrar un exceso de proteina en los piensos de
engorde comerciales, para evitar déficits asociados a la presencia de algun
aminodacido limitante. Sin embargo, las recomendaciones sobre el contenido
proteico de estos piensos han sido reducidas considerablemente en las dltimas
décadas (Carabafio et al., 2009), mientras que el contenido en fibra ha
aumentado (Trocino et al., 2013), con el objetivo de optimizar mejor las dietas,
minimizar la excrecion de N al medio ambiente, con el consiguiente impacto
ambiental producido (Martens, 2009). Aunque principalmente como
consecuencia de la irrupcion de la enteropatia mucoide del conejo, enfermedad
de etiologia desconocida, pero cuya incidencia aumenta al aumentar el flujo de
nitrogeno ileal (de Blas et al., 2007; Romero et al., 2009).

En los dltimos afios, han aparecido algunos indicios de que la seleccion por
velocidad de crecimiento pudiera estar viéndose penalizada por la utilizacion de
piensos de menor contenido proteico para reducir la incidencia de la
enteropatia (Marin Garcia et al., 2016a). De hecho, aunque el indice de



conversibn ha mejorado considerablemente en los Ultimos 20 afos, la
diferencia entre las lineas maternales y paternales no lo ha hecho del mismo
modo (Feki et al., 1996; Marin Garcia et al., 2016a). Pudiera asi darse el caso
de que los animales seleccionados presentan posiblemente unas necesidades
de proteina particularmente elevadas (especialmente de aminoacidos
esenciales), y son alimentados empleando piensos con niveles proteicos
seguramente deficitarios, lo cual podria afectar a la definicién de los rankings, y
por consiguiente a la difusion genética a las granjas comerciales.

En un trabajo previo (Marin-Garcia et al., 2016a), hemos podido corroborar que
aquellos animales con elevada VC (>55 g/d) presentan una similar
digestibilidad a nivel ileal y fecal de la materia seca, proteina y aminoacidos del
pienso que los animales de baja VC (<35 g/d). Ademas, los animales con una
elevada VC presentaron una retencion proteica y aminoacidica en el cuerpo
vacio menor de la que se esperaria en funcién de su crecimiento (Marin-Garcia
et al., 2016b). De hecho, se estimé que aquellos conejos con una VC de 70 g/d
(60 g/d de incremento del cuerpo vacio) necesitarian comer 2.8 g/d mas de
proteina digestible (PD), por lo que las recomendaciones deberian aumentarse
hasta 126 g PD/kg MS, o formular el pienso en funcion de las necesidades
particulares en aminoacidos de estos animales. Todos estos resultados,
podrian revelar asi un posible déficit proteico en la alimentacion de los conejos
con altas VC, pudiendo estar afectando a la definicion de los rankings en el
proceso de seleccion genética.

Por todo ello, resulta fundamental determinar las necesidades proteicas, a nivel
de aminoacidos, para cada edad, estado fisiolégico y potencial genético. El
conocimiento sobre nutricidn proteica en conejos es escaso en comparacion
con otras especies (Carabafio et al., 2009), y seria de gran ayuda el desarrollo
de un método adecuado que permita optimizar las necesidades de
aminoacidos, asi como para la deteccién de desequilibrios en los piensos, de
una forma facil y rapida.

El aumento del nitrégeno ureico plasmatico (PUN), que corresponde con la
cantidad de nitrégeno en forma de urea circulante por el torrente sanguineo,
podria ser un buen indicador del déficit en amino&cidos. En teoria, un pienso
con déficit de un aminoécido esencial llevaria a la metabolizacion del resto en
el higado, dando lugar a urea que seria liberada al torrente sanguineo para su
eliminacién a través de los rifiones, lo que llevaria a un aumento del PUN. De
hecho, ya se ha estudiado el potencial de este parametro en otras especies,
como en cerdos (Brown y Cline, 1974).

El nivel de PUN no solamente depende del nivel de desequilibrio aminoacidico,
sino también de la ingestion proteica, del balance entre su sintesis hepatica y
su eliminacion renal. Sin embargo, no existen estudios sobre la evolucion diaria
de este parametro en conejos, asi como tampoco trabajos previos en lo que se
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haya propuesto una metodologia para cuantificarlo y utilizarlo como indicador
de potenciales desequilibrios.

El presente trabajo tiene como objetivo valorar la evolucion diaria del PUN en
conejos de engorde, asi como su posible potencial para detectar deficiencias
en aminoacidos y establecer la metodologia necesaria para optimizar dicho
proceso.

Material y métodos

Piensos

Se formularon dos piensos experimentales a partir de una misma mezcla basal.
El primero de ellos (P8.1) fue un pienso formulado siguiendo las
recomendaciones de todos los nutrientes para conejos de engorde (de Blas y
Gonzalez-Mateos, 2010), incluyendo las de lisina [con 8.1 g de lisina por kg de
materia seca (MS)], a través de inclusion de L-lisina sintética (0.47%). El
segundo pienso (P4.4), se obtuvo a partir de la misma mezcla basal pero sin
afadir la L-lisina sintética, por lo que su contenido en lisina (4.4 g/kg MS) se
encontraba lejos de las recomendaciones actuales, asegurando un déficit de
este aminoacido. Los ingredientes y composicion quimica de las dietas
experimentales queda recogida en la Tabla 1.

Disefio experimental

Se disefiaron y realizaron tres pruebas distintas para conocer la evolucién
diaria del PUN en conejos de engorde y para desarrollar un método que
permita detectar desequilibrios en la férmula aminoacidica a partir de este
parametro.

La primera de estas pruebas fue con animales alimentados ad libitum (Diario),
gue permitiria conocer la evolucién diaria del PUN en los animales con un
pienso hipotéticamente equilibrado y desequilibrado, pero expuestos a la
variabilidad del comportamiento alimentario del animal. A diferencia a lo que
ocurre en otras especies donde la alimentacion puede producirse en 1 0 2
eventos puntuales, los conejos se caracterizan por tener muchos pequefios
eventos diarios (Bieller et al., 1995). Como consecuencia de este
comportamiento, y con el objetivo de fomentar una menor variabilidad individual
en la ingestidn previa se disefiaron otras dos pruebas en la que el pienso fue
restringido durante 10h, una donde se restablecio la alimentacion a las 08:00h
(Rest8h) y la otra a las 18:00h (Rest18h).



Tabla 1: Ingredientes y composicién quimica de las dietas experimentales.

Ingredientes Composicién quimica (g /kg

Dieta P8.1 Dieta P4.4 Dieta P8.1 Dieta P4.4

(9/kg) ms) _
Trigo grano 288 rlirSrgla bruta (keal / kg 2550
;—8 rta de girasol 165 Proteina bruta 158
Aceite de soja 40 Proteina digestible 109
Paja cereal 78.4 Fibra neutro detergente 366
Heno de alfalfa 360 Fibra acido detergente 216
Granilla 45 Lignina &acido detergente 57
L-lisina HCI 4.7 0 Hem 149
DI-metionina 1.55 Almidon 183
L-treonina 2.2 Extracto etéreo 61
Fosfato bicalcico 3.5 Calcio 11.4
Arginina 1.45 Fosforo 4.9
Sal 5.2 Sodio 5.3
Corrector 5 Cloro 9.7
Acido aspartico 13.4
Serina 60.1
Acido glutamico 20.9
Glicina 70.8
Histidina 2.51
Amoniaco 4.9
Arginina 8.1
Treonina 6.88
Alanina 5.13
Prolina 8.57
Cisteina 1.56
Tirosina 2.67
Valina 6.73
Metionina 3.23
Lisina 8.1 4.4
Isoleucina 5.13
Leucina 8.8
Fenilalanina 6.47

Se utilizaron un total de 24 conejos para cada prueba. A los 49 dias de vida los
animales fueron alojados en jaulas individuales. Tras una semana de
adaptacién a la jaula, y un dia antes del primer control, los animales fueron
divididos en dos grupos a los que se les empezd a administrar uno de los dos
piensos experimentales. Al dia siguiente (57 dias de vida) se controld la
ingestién y se extrajo sangre de la arteria central de la oreja (1 mL mediante
catéter y en almacenados en viales con EDTA) cada 4 h (08:00h, 12:00h,
16:00h, 20:00h, 24:00h y 04:00h) en el caso del control ad libitum, o cada h tras



el restablecimiento de la alimentacion (Rest8h: 08:00h, 09:00h, 10:00h, 11:00h,
12:00h y 13:00h; Rest18h: 18:00h, 19:00h, 20:00h, 21:00h, 22:00h y 23:00h).

La ingestion de pienso individual en el periodo previo (durante 4h en Diario y 1h
en Rest8h y Rest18h) fue controlada en el momento de cada extraccion. A las
8:00 h del dia siguiente (dia 58 de vida), se intercambié el pienso de los
animales y, tras un dia de adaptacion al nuevo pienso, se procedio a repetir los
controles de ingestion y extraccion el dia 59 de vida. El pienso experimental se
introdujo so6lo un dia antes de los controles para evitar mecanismos de
adaptacion y/o deficiencia.

Las muestras de sangre fueron inmediatamente centrifugadas, 5 min a 2500
rpm, y el plasma sobrenadante se congel6 a —20°C hasta su posterior analisis.
Andlisis quimico

La determinacion del PUN se realiz6 utilizando un kit para determinar urea en
plasma (Urea/BUN-COLOR; BioSystems S.A., Barcelona, Espafa). En el cual
las muestras eran descongeladas y atemperadas, tras ello se pipeteaban 1 uL
en tubos de ensayo correctamente identificados (realizando cada tanda un
blanco, carente de muestra, y un patrén, con el objetivo de corregir posibles
errores) y posteriormente se afladia a cada muestra 1 ml del Reactivo A
(Salicato sddico 62 mmol/L, nitroprusiato sodico 3.4 mmol/L, tampdn fosfatos
20mmol/L y ureasa 500U/ml) tras esta adicion, las muestras eran sometidas a
una agitacion e incubacion durante 5 minutos a 37°C. A continuacion se
pipeteaba 1 ml del Reactivo B ( Hipoclorito sédico 7mmol/L e hidroxido sddico
150 mmol/L) y se volvia a agitar e incubar durante 5 minutos a 37°C.
Finalmente se procedia a la lectura de absorbancia del patron y de la muestra a
600 nm frente al blanco, siendo el color estable durante al menos dos h.

El contenido de aminoacidos de la dieta fue determinado por HPLC siguiendo
el método descrito por Kivi (2000).

Andlisis estadistico

Los datos de nivel de PUN y de ingestion previa fueron analizados
estadisticamente utilizando el paquete estadistico SAS (2009). Se utiliz6 un
modelo con cambios (cuadro latino balanceado) incluyendo como efectos fijos
el animal (n=24, animales por tratamiento), el dia de control (57 y 59), el pienso
(P8.1y P4.4) y la h del dia asi como sus interacciones.

Resultados y discusién

En la Tabla 2, se muestra, para la prueba del control Diario, la evolucion de la
ingestion durante las cuatro h previas a cada extraccion de sangre. Como se
puede ver, la ingestion fue significativamente mayor (P<0.001) entre las 16:00h
y 20:00h (24% de la ingestion diaria), que entre las 12:00h y 16:00h h y entre
20:00h y 24:00h (18 y 20%, respectivamente), siendo todavia menor entre las

7



08:00h y 12:00 h y entre las 00:00h y 04:00h (13 y 14%, respectivamente), y la
mas baja entre las 04:00h y 08:00 h (11%). Estos resultados son bastante
similares a los interpolados para esta misma edad (8 semanas de vida) a partir
de las observaciones de Bellier et al. (1995), realizadas a las 6 y 16 semanas
de vida (9, 11, 16, 24, 21 y 19% de ingestion diaria para las cuatro h previas a
las 08:00h, 12:00h, 16:00h, 20:00h, 0:00h y 04:00h, respectivamente). Estos
resultados ponen de manifiesto, que el manejo experimental utilizado no parece
haber modificado el comportamiento de ingestion de los animales,
produciéndose el pico de ingestion al final del periodo de luz, y que el 60% del
pienso es consumido durante el periodo de oscuridad, tal y como recoge
Gidenne et al. (2010). En cuanto a los niveles de PUN, se puede observar
como siguen una tendencia similar a la ingestion (P<0.001), siendo mayores a
medida que aumenta la ingestion previa (P<0.001). Esta similitud tiene
bastante sentido, ya que segun la definicion de PUN, al aumentar la ingestion,
los valores de urea en sangre deberian ser mayores debido a una mayor
catdlisis hepatica de los aminoacidos sobrantes en valor absoluto.

Tabla 2. Ingestion durante las cuatro h previas y nitrégeno ureico plasmatico (PUN) en
funcién de las h del dia.

H del dia
8:00 12:00 16:00 20:00 0:00 4:00 P-valor

Ingestion (g/h)  4.84+0.33%  6.02+0.33°  8.03:0.33°  10.86:0.33"  8.91+0.33°  6.48:0.33°  0.0001
PUN (mg/dL)  13.44:0.46° 13.95:0.45° 14.26+0.46® 15.85:0.46° 15.39:0.45° 15.31:0.45°  0.0010

Siendo letras a,b y ¢ aquellos valores que presentan diferencias estadisticamente significativas entre filas.

Tal y como se puede observar en la Tabla 3, aguellos animales alimentados
con el pienso P4.4 presentan una ingesta significativamente menor (—21.4+4.6
g/d; P<0.01) y un mayor PUN (+2.13+2.6 mg/dL; P<0.001) que aquellos
alimentados con un pienso formulado segun las recomendaciones (P8.1).
Estos datos estan en concordancia con los obtenidos para otras especies,
donde se comprob6é que la restriccion de algun aminoécido provocd un
aumento de los niveles de PUN (Lenehan et al., 2003). De hecho, Coma et al.
(1995), propone que el PUN puede ser utilizado para determinar rapidamente
los requerimientos de lisina en cerdos. Es bien conocido que una deficiencia o
desbalance en amino&cidos produce una desviacion de la proteina como fuente
de energia, un aumento de los niveles de urea en sangre y una reduccion del
consumo de los animales (Forbes, 1995). De hecho, algunos autores expresan
el nivel de PUN en gramos de urea en plasma por dia, animal y kg de pienso
ingerido (por ejemplo en cerdos; Brown y Cline, 1974). Sin embargo, en
conejos, la expresion del PUN en funcién del nivel de ingestién durante las
cuatro h previas, incremento el error estandar del 1.8% (cuando se expresa en
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mg/dL) a un 4.2% (mg/dL g), y la inclusién de la ingestiébn previa como
covariable no tuvo efecto significativo sobre las diferencias de PUN entre el
pienso equilibrado y el desequilibrado.

Como se ve en la Figura 1, el menor consumo observado con el pienso P4.4
fue especialmente entre las 12:00h y las 00:00h, coincidiendo con los periodos
de mayor consumo de pienso, siendo las diferencias no significativas a partir de
dicho momento.

Tabla 3. Ingestion durante las cuatro h previas y nitrdgeno ureico plasmético (PUN) en
funcién del tipo de pienso (P8.1y P4.4 con 8.1y 4.4 g de lisina por kg de materia seca,

respectivamente).
Pienso
P8.1 P4.4 P-valor
Ingestién (g/h)* 7.96+0.19 7.09+0.19 0.0015
PUN (mg/dL) 13.61+0.26 15.75+0.26 0.0001
PUN (mg/dL g) 1.99+0.09 2.60+0.09 0.0001

* Interaccion pienso x h del dia (P=0.0663).
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Figura 1. Ingestidn durante las cuatro h previas a la extraccion (g/h) en funcion de la h
del dia y del tipo de pienso (P8.1y P4.4 con 8.1y 4.4 g de lisina por kg de materia
seca, respectivamente). Barras para un mismo periodo del dia que no comparten letra
son diferentes significativamente con un P<0.05.

En la Figura 2, se representa la evolucion del PUN absoluto (Figura 2a) o
corregido por la ingestibn previa (Figura 2b) para los dos piensos
experimentales a lo largo de un dia. Cuando los animales fueron alimentados
con un pienso equilibrado (P8.1, linea continua), y como era de esperar, el
PUN absoluto muestr6 una evolucion muy similar a la observada para la
ingestion de pienso (Figura 1). Cuanto mas ingestion, mas PUN se obtuvo en



sangre (Figura 2a). De hecho, cuando los valores de PUN son corregidos por
su ingestion durante las cuatro h previas a la extraccion, se observa que la
concentracion de PUN por cantidad de pienso ingerido es similar a lo largo del
dia, con valores minimos entre las 16:00h y 00:00h del dia (Figura 2b). Estos
resultados indicarian que, con un pienso equilibrado, el nivel de PUN de los
conejos de engorde es minimo (13.6 mg/dL) y s6lo aumentaria al aumentar la
ingestion (més catabolismo de aminoacidos sobrantes en valor absoluto).

Por el contario, al distribuir un pienso claramente desequilibrado (P4.4, linea
discontinua), los valores de PUN absolutos son siempre elevados no existiendo
grandes diferencias a lo largo del dia (Figura 2a). Probablemente, una elevada
proporcion de aminoacidos no disponibles para la sintesis proteica, podria estar
llevando al higado (no adaptado a dicha dieta) a una constante catalisis de
dichos aminoé&cidos a lo largo del dia, siendo los niveles de urea en sangre
maximos. De hecho, sélo se observa una pequefia reduccion significativa tras
el periodo de menor ingestion (a las 16:00h), siendo maximo tras el periodo de
maxima ingestion (a las 04:00 h).

Bajo estas condiciones se observa que, en aquellos periodos del dia en los que
la ingestion es elevada, la diferencia entre el PUN de un pienso equilibrado y
uno desequilibrado se ve reducida, mientras que las diferencias entre ellos se
maximiza a las 08:00h (+2.34 mg/dL, que su pone un aumento del 33% del
PUN), por lo que a priori las primeras h de la mafiana podria ser un momento
adecuado para la posible evaluacion de deficiencias en aminoacidos en
piensos de conejos de engorde.
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Figura 2. Nitrégeno ureico plasmatico (PUN), (a) en mg por dL y (b) en mg pordL, g
de pienso y h, en funcion de la h de extraccién y el tipo de pienso (P8.1y P4.4 con 8.1
y 4.4 g de lisina por kg de materia seca, respectivamente) Para el control Diario.
medias que no comparten letra son diferentes significativamente con un P<0.05.

Una vez conocida la evolucion diaria del PUN, se procede a estudiar cudl es el
comportamiento del PUN tras una restriccion alimentaria. En un principio, la
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restriccion deberia mejorar la capacidad de discriminacién entre dietas, ya que
deberia homogenizar la ingestion previa a la extraccion de sangre, al mostrar
los animales una ingestién similar, sincrona y elevada tras un periodo largo de
restriccion, y por tanto mejoraria la relacion entre el grado de desequilibrio de la
dieta y el aumento del nivel de PUN. La Figura 3 representa la evolucién del
PUN absoluto para los dos piensos experimentales a lo largo de las diferentes
extracciones tras el periodo de restriccion, para las dos pruebas: Rest8h y
Rest18h donde se puede observar como en précticamente la totalidad de los
casos (92%), los valores de PUN fueron mayores para P4.4 que para P8.1 (de
media 18.25+0.56 y 16.98+0.56 mg/dL, respectivamente; P<0.001). Ademas,
los valores medios obtenidos para el PUN fueron mayores tras restriccion
(16.98+0.56 g/h) que los observados ad libitum (14.7+0.64 g/h), esto puede ser
debido a la mayor ingestién que se produce al ofrecer de nuevo el alimento
(7.524£0.47 vs 19.2+1.26 g/h).

= <= =P4.4 Rest8h =—@=—P8.1 Rest8h =-a=-P4.4 Restl8h == P8.1 Restl8h

20

16 |

PUN (mg/dL)

12

10 T T T T

0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 0:00 4:00
Hora del dia

Figura 3. Valores de nitrdgeno ureico plasmatico (PUN) en mg por dL de los diferentes

piensos (4.4g y 8.1g de lisina por kg de materia seca) en funcion de la h de extraccion

para los distintos tratamientos: Extracciones tras 10 h de ayuno a las 08:00h (Rest8h)
y a las 18:00h (Rest18h).

Al comparar ambas restricciones, se observa que Rest18h lleva a unos valores
medios mayores de PUN (16.61+0.65 vs 17.34+0.46 mg/dL para Rest8h y
Rest18h, respectivamente; P<0.01) debido, probablemente, a la mayor
ingestion (15.6+1.2 vs 22.7+1.2 g/d respectivamente: P<0.01). Esta diferencia
en la ingestion puede deberse a que el comportamiento alimentario de los
conejos de engorde no es uniforme a lo largo del dia, produciéndose ésta en
mayor medida en los periodos cercanos al crepusculo (Bellier et al., 1995).
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Por otro lado, la evolucién del PUN tras ambas restricciones fue similar. El valor
maximo se alcanzo a las tres h del restablecimiento de la alimentacion. El
rapido aumento del nivel de PUN entre la primera extraccién (justo antes del
restablecimiento del pienso y momento previo a la maxima ingestion;
10.81+1.27 g/h) con respecto a las extracciones a las 2 y 3 h posteriores podria
indicar que el proceso de catabolismo de los de los aminoacidos sobrantes en
este tipo de animales alcanzaria su maximo aproximadamente entre las 2y 3 h
posteriores a su ingestion. A partir de ese momento, el nivel de PUN se
estabiliza, e incluso empieza a reducirse como consecuencia de la caida de la
ingestion en las siguientes h tras el restablecimiento del pienso (6.81+1.27 g/h).

La Figura 4 muestra la diferencia media (y su error estandar) entre los valores
de PUN con el pienso P4.4 con respecto al P8.1 en las tres pruebas realizadas.
Como se puede observar, con la excepcion de dos momentos (8:00h y 12:00h
de la prueba Rest8h), la diferencia entre ambos piensos fue significativamente
mayor que cero, que apoya la hipotesis de que el nivel de PUN seria mayor en
la sangre de conejos de engorde alimentados con un pienso desequilibrado
gue aquellos alimentados con otro mas balanceado.

5 _
—a— Rest8h
4 - = === Rest18h
— —e— Diario
T 3 -
—
="+
E
w 2 -
-
00
&
-1+]
<
E O T L T T T
% 0:00 4:00 8:00 12300 16:00 20:00 0:00
o
_1 —
2 Hora del dia

Figura 4. Diferencia entre los valores de nitrégeno ureico plasméatico (PUN) en mg por
dL entre los piensos experimentales (4.4 g — 8.1 g de lisina por kg de materia seca) en
funcién de la h de extraccion en las tres pruebas: Alimentacion ad libitum (Diario),
Extracciones tras 10 h de ayuno a las 08:00 am (Rest8h) y a las 18:00h (Rest18h).

Sin embargo con el objetivo de proponer el mejor método y la h mas adecuada
para producir la extraccion y determinacion del PUN, se debe tener en cuenta
tanto el valor absoluto de las diferencias en PUN obtenidas entre piensos, asi
como el error estandar de dicha diferencias. Se ha de tener en cuenta que en el
presente trabajo se ha trabajado con piensos en los que, aunque solo se
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encontraban desequilibrados en un solo aminoacido, el desequilibrio se habia
forzado (55% de las necesidades de lisina). Las mayores diferencias entre
ambos piensos se encuentran para Diario a las 04:00h, 08:00h y 12:00h
(+2.35+£0.52 mg/dL; P<0.001). Sin embargo, los errores estandar obtenidos en
animales alimentados ad libitum fueron bastante elevados (0.91 mg/dL)

Sorprendentemente, la restriccion del pienso durante la noche (Rest8h) llevo a
una baja diferencia entre los niveles de PUN entre piensos una vez
restablecida la alimentacion (incluso no diferente a cero en dos ocasiones) y
también a un error estandar para dicha diferencia (0.92 mg/dL) similar al
observado ad libitum. Esto puede ser debido a la interaccion producida por la
cecotrofia y su papel para sintetizar aminoacidos de origen bacteriano (Fraga,
1998; Carabafo et al., 2000). La cecotrofia tiene lugar a primeras h de la
mafana, y puede llegar a suponer entre un 10 y un 30% de la proteina diaria
ingerida (Villamide et al., 2009 y Hirakawa, 2001). En circunstancias de
restriccion, la contribucién global seria alun superior, lo que explicaria la
reduccion de las diferencias entre piensos, y la posible asincronia de su
practica entre individuos podria explicar la elevada variabilidad observada.
Seria de interés para un futuro testar la posibilidad de repetir esta prueba
evitando la ingestién de cecotrofos para confirmar estas sospechas, aunque
seria una complicacién a nivel metodoldgico.

Por el contrario, los animales restringidos durante el dia (Rest18h) mostraron
en todo momento un mayor PUN con el pienso desequilibrado (+1.5+0.66
mg/dL), tendencia similar a la observada para los animales mantenidos ad
libitum durante ese periodo (Figura 4), que se hizo maximo tres h después de
restablecer la alimentacion (a las 21:00h; +1.96+0.66 mg/dL; P<0.01). Ademas,
de las pruebas realizadas Rest18h fue la que permitié obtener un menor error
estandar para la diferencia entre los piensos (0.66 mg/dL). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en una prueba posterior (Boscolo-Bragadin et al.,
2016 y Tomas-Esteban et al., 2016 ), en la que se determiné el PUN a 432
conejos de engorde de 47 dias de vida, a las 08:00h (sistema Diario) y a las
21:00h (sistema Rest18h). A las 21:00h los animales tuvieron una mayor PUN
(+8.36 mg/dL) que a las 08:00 h, aunque el coeficiente de variacion de dichas
determinaciones fue similar (1.27 y 1.41%, respectivamente).

Conclusiones

A la vista de estos resultados se puede concluir que el nivel del PUN es un
indicador adecuado para detectar deficiencias en aminoacidos en piensos de
conejos de engorde. Las diferencias entre los piensos equilibrado vy
desequilibrado fueron maximas entre las 04:00h y 12:00h en conejos
alimentados ad libitum, y a las tres horas de restablecer la alimentacién
(21:00h), tras un periodo de restriccién alimentaria de diez horas, donde la
variabilidad de dicha diferencia fue ademas la mas baja de las registradas.
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Por otra parte, el nivel de ingestién de pienso previo del animal afecta el nivel
del PUN, pero su inclusion como covariable no tuvo un efecto
significativamente relevante, por lo que no seria necesario el control del mismo.
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