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RESUMO

O periodo de transigao representa uma fase de alto desafio para as vacas leiteiras.
Algumas estratégias relatadas em literatura, como a suplementagdo de metionina
protegida ruminalmente (MPR), podem auxiliar a maximizar a produgao e o sistema
imune. Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar a suplementacdo de MPR para
vacas no periodo de transicao sobre o desempenho produtivo e aspectos metabdlicos.
Foram utilizadas 166 vacas Holandesas pertencentes a um rebanho comercial na
regiao centro-oriental do Estado do Parana, sendo 108 multiparas e 58 primiparas,
blocadas por ordem de parto e data prevista de parto. Os animais experimentais foram
divididos em dois grupos: Controle — dieta controle sem suplementag¢ao; Metionina —
dieta controle com suplementagdo de MPR (Smartamine®) na inclusdo de 8
g/animal/dia do produto durante o periodo pré-parto, e de 15 g/animal/dia no periodo
pos-parto. A producédo de leite foi mensurada diariamente e para analise de sélidos do
leite, cada vaca teve duas coletas semanais. Colheitas de sangue foram realizadas
nos dias -14, -7, +1, +7 e +14, relativos ao parto, durante o periodo da manha, por
puncao da veia ou artéria coccigea. Descarte e enfermidades foram diagnosticados e
analisados diariamente. Os dados de desempenho produtivo e aspectos metabdlicos
foram analisados pelos procedimentos MIXED e GLIMMIX do SAS, com a incluséo
dos efeitos fixos de ordem de paricao e tratamento e o efeito aleatério de vaca, e nas
analises de variaveis com amostras repetidas, o efeito de tempo também foi incluido
no modelo. A produgao de leite média aos 60 dias em leite (P = 0,87) e corrigida para
sélidos (P=0,47) foi semelhante entre os tratamentos. No entanto, houve tendéncia
dos animais suplementados com MPR apresentarem maiores percentuais de gordura
no leite (4,40 vs. 4,07%; P=0,07) nas primeiras duas semanas apds o parto. Animais
suplementados com MPR apresentaram percentuais de proteina (3,46 vs. 3,38;
P=0,20) e caseina (2,73 vs. 2,65%; P=0,19) similares ao grupo controle. Além disto,
as concentragdes de metabdlitos sanguineos foram semelhantes (P>0,10) entre os
tratamentos, no entanto, houve tendéncia de animais suplementados com MPR
apresentarem menores valores de AST (P=0,08) e maiores de calcio sérico (P=0,05)
no dia +1 e de albumina (P=0,06) no dia +14. Além disso, apesar da morbidade nao
diferir entre tratamentos (P=0,87), o descarte nos primeiros 60 dias de lactagao foi
menor (12,1% vs. 2,4%; P=0,03) para os animais recebendo MPR. De forma geral, os

resultados sugerem um efeito da MPR sobre a porcentagem de gordura do leite, bem



como sobre o descarte nos primeiros 60 dias pds-parto, mesmo com modesta

influéncia nos metabdlitos sanguineos.

Palavras-chave: Aminoacido; Descarte; Gordura do leite; Saude.



ABSTRACT

The transition period represents a challenging phase for dairy cows. Some strategies
reported in the literature, such as rumen-protected methionine (RPM)
supplementation, may help cows to improve production and immune system. Thus, the
objective of this study was to evaluate the RPM supplementation for transition dairy
cows on productive performance and metabolic aspects. A total of 166 Holstein cows
from a commercial herd were used, 108 multiparous and 58 primiparous, blocked by
calving order and expected calving date and divided into two groups: Control; control
diet without supplementation and Methionine; control diet supplemented with RPM
(Smartamine®) in the proportion of 8 g/animal/day during the prepartum period and 15
g/animal/day in the postpartum period. Milk production was verified daily and for solids
analysis, each cow was submitted to two milk sampling. Blood samples, in turn, were
performed on the days -14, -7, +1, +7 and +14 relative to calving, during the morning,
by puncture of the coccygeal artery or vein. Culling and animal diseases were
diagnosed and analyzed daily. Productive performance data and metabolic aspects
was analyzed by MIXED AND GLIMMIX procedures from SAS. The average 60-day
milk yield in milk (P = 0.87) and corrected for solids (P = 0.47) were similar between
treatments. However, it was observed a trend for animals supplemented with RPM to
have higher milk fat contents (4.40 vs. 4.07%, P = 0.07). In contrast, animals having
RPM did not show milk protein (3.46 vs. 3.38; P = 0.20) or casein (2.73 vs. 2.65%; P
= 0.19) percentages, as well as the other milk components (P > 0.10) higher than the
control group. In addition, blood metabolites were similar between treatments (P >
0.10), however, there was a trend for animals receiving RPM to have lower AST (P =
0.08) and higher calcium (P = 0.05) values at day +1 and albumin (P = 0.06) at day
+14 than animals not receiving RPM. In addition, although morbidity did not differ
between treatments (P = 0.87), culling rate in the first 60 d of lactation was lower for
animals receiving RPM (12.1% vs. 2.4%; P = 0.03) than animals not receiving RPM.
Overall, the results suggest an effect of RPM on milk fat as well as culling in the first
60d, even though not influencing blood metabolites.

Keywords: Amino acid; Culling; Milk fat; Health.
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1 CAPITULO I: CONSIDERAGOES GERAIS
1.1 INTRODUCAO GERAL

A alimentacao constitui o setor mais oneroso em termos financeiros de
uma propriedade leiteira, podendo representar até 60% dos custos totais de
producdo. Sendo assim, €& necessario sempre otimizar recursos,
compreendendo principalmente o momento mais oportuno para se incluir
aditivos nutricionais.

As vacas leiteiras, em linhas gerais, possuem ciclo produtivo definido. De
forma genérica, as vacas iniciam sua lactacdo com o parto, produzem colostro,
atingem pico de producao aos 45-60 dias em leite (DEL), produzem leite por um
periodo médio de 305 a 365 dias e encerram a lactacao, normalmente, 45-60
dias antes do proximo parto previsto. Embora, aparentemente simples, a curva
de lactacdo de vacas especializadas possui uma série de pontos criticos os
quais, sem os devidos cuidados podem ocasionar intensas perdas produtivas e
sanitarias, sendo o periodo de transicdo um dos principais exemplos.

O periodo de transi¢cao pode ser definido como sendo o intervalo entre as
trés semanas anteriores e as trés semanas posteriores em relagdo ao parto.
Trata-se de um periodo de alta relevancia para as vacas leiteiras, uma vez que
€ marcado por intensas mudancgas metabdlicas e hormonais que impactam sobre
toda a lactacdo. A literatura € unanime em ressaltar que neste periodo ha maior
incidéncia de doencas, o que explica os maiores indices de descarte involuntario,
que sao predispostos pela alta variagcdo hormonal e metabdlica.

Para diminuir a ocorréncia de doencas ou se otimizar os aspectos
produtivos, varios estudos tém sugerido a inclusédo de aditivos ou nutrientes para
modular esta fase. Na avaliacdo desta categoria, a metionina protegida
ruminalmente (MPR) tem se destacado por melhorar a producdo de leite, a
porcentagem de proteina do leite, com redugdo na incidéncia de doengas e
melhorias no perfil metabdlico. Vale ressaltar que a MPR tem papel de destaque
pela sua grande amplitude de fungdes no organismo animal sendo o primeiro
aminoacido limitante para vacas leiteiras.

Ademais, o aminoacido metionina também pode ser definido como uma

molécula funcional por participar e regular vias metabdlicas principais para
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aprimorar saude, sobrevivéncia, crescimento, desenvolvimento, lactacdo e
reproducgao.

Embora estes resultados sejam extremamente promissores, todavia,
ainda ndo ha consenso das magnitudes das respostas produtivas, sanitarias e
metabodlicas deste aditivo neste periodo, principalmente em experimentos
conduzidos em rebanhos comerciais.

A fim de atingir os objetivos propostos, esta tese foi organizada em
capitulos baseando-se na normatizacdo de trabalhos académicos da
Universidade Federal do Parana, atualizada em 2017.

O Capitulo 1 corresponde a revisédo de literatura, com uma abordagem
sobre a biologia da vaca no periodo de transigéo e a amplitude de fungdes e uso
da metionina protegida ruminalmente. Esse capitulo trata de informacdes que
servirdo de base para o capitulo seguinte.

O Capitulo 2 trata da suplementacéo de metionina protegida e seus efeitos
nos aspectos produtivos e metabdlicos de vacas no periodo de transicdo. Esse
capitulo teve como objetivo avaliar os parametros produtivos, bioquimicos,
reprodutivos e o descarte de vacas suplementadas ou ndo com metionina

protegida ruminalmente.

1.2 HIPOTESE CIENTIFICA

A suplementagdo com metionina protegida ruminalmente (MPR) para
vacas leiteiras no periodo de transicdo pode trazer diversos beneficios
produtivos, aumentando producao de leite e percentual de proteina do leite, além
de propiciar maior saude aos animais, pelos seus ganhos metabdlicos. A
hipotese é que a MPR pode influenciar estes aspectos supracitados sendo um
nutriente a ser avaliado no programa nutricional de vacas no periodo de

transigéao.

1.3 OBJETIVOS GERAIS

o Demonstrar os efeitos da suplementagdo com metionina protegida
ruminalmente durante o periodo de transicao sobre os aspectos produtivos

e bioquimicos de vacas leiteiras.
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1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar resposta a suplementagcdo de metionina protegida sobre a
producao de leite no inicio de lactagao.

Observar se ha resposta da suplementacao sobre a qualidade do colostro.
Verificar se a suplementagédo de MPR no periodo de transigdo modifica a
composic¢ao do leite em vacas recém-paridas.

Verificar a influéncia da MPR sobre o perfil metabdlico de vacas no periodo
de transi¢cao, dando especial enfoque no perfil energético, proteico, mineral
e enzimas hepaticas

Verificar a prevaléncia de disturbios metabdlicos no péds-parto de vacas
suplementadas ou ndo com metionina protegida.

Verificar a influéncia da MPR sobre o desempenho reprodutivo de vacas
leiteiras.

Mensurar se ha ou nao diferenca no descarte involuntario nos primeiros 60
dias de lactacdo em vacas suplementadas com MPR.

Avaliar o impacto da suplementacdao de MPR sobre a concentragao de

aminoacidos plasmaticos esséncias e nao essenciais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. CARACTERIZAGCAO DO PERIODO DE TRANSICAO

O periodo de transicao pode ser definido como sendo o intervalo entre as
trés semanas anteriores e as trés semanas posteriores em relagdo ao momento
do parto (DRACKLEY, 1999). Trata-se de um periodo do ciclo produtivo que
possui alta relevancia, uma vez que é marcado por intensas mudangas
fisiolégicas que modulam diversas esferas do metabolismo (e.g., metabolismo
energético, proteico, mineral), que consequentemente impactam no sistema
imune das vacas leiteiras. Com isto, a literatura € unanime em ressaltar que
neste periodo ha maior incidéncia de doengas, o que corrobora com 0s maiores
indices de descarte involuntario, que séo predispostos pela alta variacéo
hormonal e metabdlica (BURKE et al., 2010; ROCHE et al., 2013).

Todas essas alteracbes fazem parte de uma cascata de eventos
orquestrados ou coordenados no metabolismo dos tecidos corporais para
sustentar um estado fisiolégico, também conhecido por homeorrese da vaca
periparturiente (BAUMAN e CURRIE, 1980). Estas alteragdes enddcrinas fazem
parte da biologia natural de vacas periparturientes, necessarias para o parto e
lactogénese, as quais podem ter efeitos deletérios se forem amplificadas pelo

manejo inadequado ou minimizados com boas praticas de producéo.

2.2 BIOLOGIA DO PERIODO DE TRANSICAO
2.2.1 Metabolismo energético

Um ponto-chave do metabolismo energético das vacas é primeiramente a
depressao no consumo de matéria seca (CMS), a qual se inicia 10 a 15 dias
antes do parto e vai diminuindo progressivamente na medida que o parto se
aproxima. A reducéo no consumo de MS normalmente observada é da ordem de
30%, sendo que o menor CMS ocorre no dia do parto (DRACKLEY, 1999; NRC,
2001).

Nos ultimos anos tornaram-se mais comuns nesta fase, dietas de menor
concentragdo energética, com energia liquida de lactagéo proximas a 1,40-1,45

Mcal de ELL/kg de MS, principalmente por garantirem menor balango energético
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negativo (BEN) no pos-parto (CARDOSO et al., 2013; ZENOBI et al., 2018). Tais
dietas evitam a deposicédo de gordura visceral (DRACKLEY et al., 2014) e, com
isto, proporcionam uma melhor adaptagéo do organismo da vaca as variagdes
energéticas depois do parto, garantindo assim um BEN menos pronunciado.

Entretanto, em linhas gerais, para atingir esse nivel de energia nas dietas,
€ necessaria uma maior inclusdo de forragens, elevando os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) oriundo de forragem, o que tende a regulagéo fisica do
consumo (ALLEN et al., 2009), se os alimentos incluidos forem de baixa
qualidade e/ou os niveis de FDN oriundo de forragem (FDNf) forem superiores a
50% na MS (aproximadamente 4,5 a 5,0 kg de MS/dia ou 0,7 a 0,8% do peso
vivo.

Além disto, o CMS pode também ser modulado pelo ambiente. Fatores
estressantes, como manejo inadequado de agrupamento dos animais (e.g.,
vacas e novilhas acomodadas no mesmo lote), espago de cocho reduzido e
dimensionamento inadequado de camas sao fatores que induzem competicao e
afetam o CMS pleno dos animais. Somado a isso, ha grande influéncia do
estresse térmico, que conforme demonstrado por Tao et al. (2011), pode gerar
um decréscimo de aproximadamente 1,5 kg no CMS no pré-parto. Vacas em
estresse térmico durante o periodo seco, com indice de temperatura e umidade
(ITU) maior que 68 nas 6 a 8 semanas antes do parto, produzem de 5 a 7 kg de
leite por dia a menos durante a lactagao do que vacas resfriadas com aspersores
e ventiladores quando secas, mesmo quando todas as vacas sado resfriadas
durante toda a lactagao (TAO e DAHL, 2013).

Sendo assim, a minimizacao de fatores que reduzam o CMS no pré-parto
€ essencial para o sucesso do periodo de transicdo. Outro fato que demonstra
isto € que, segundo o NRC (2001), do ponto de vista energético, ha um dramatico
aumento na exigéncia devido primeiramente a alta necessidade energética para
a producéao de colostro e leite.

Para ilustrar tal fato, Drackley (2004) comparou a exigéncia energética
total de vacas (725 kg de PV, producéo de leite de 25 kg/d com 4% de gordura
na 12 semana de lactagao) e novilhas (570 kg de PV, producgao de leite de 20
kg/d com 4% de gordura na 12 semana de lactagéo). Foi observado um aumento
de 99% da exigéncia energética do pré para o pos-parto de vacas (de 14,5
Mcal/d para 28,8 Mcal/d) e de 79% para novilhas (de 14,0 Mcal/d para 25,0
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Mcal/d) (Figura 1). Portanto, se o CMS for ainda menor, notadamente devido as
altas demandas energéticas ou a uma depressao no CMS ainda mais intenso no

pré-parto, havera um BEN exacerbado.
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Figura 1. Mudanca energética, avaliando energia liquida de lactagédo, durante o
periodo de transi¢cao de vacas e novilhas (Adaptado de Drackley, 2004).

Ainda dentro do contexto energético, outro ponto relevante € que a
glicose, principal combustivel celular, tem requerimento obrigatério por certos
tipos celulares como células do sistema nervoso, mamario, renal e também
eritrocitos para garantir a homeostase (ASCHENBACH et al., 2010). Todavia,
nos ruminantes em periodo de transi¢ao, através de mecanismos homeorréticos,
a glicose deixa de ser captada pelos tecidos periféricos e tem como destino
prioritario a glandula mamaria, onde é convertida em lactose e tem como
principal fungao atuar como regulador osmaético para a produgao de colostro e
leite (BAUMAN e CURRIE, 1980). Consequentemente, a maior parte da
demanda de glicose para produgcdo de leite acaba sendo atendida pela
gliconeogénese (HERDT, 2000).

A gliconeogénese é um processo anabodlico de produgao de glicose, que
ocorre principalmente no figado, através de precursores glicogénicos que néo
sdo carboidratos. Os principais precursores da gliconeogénese s&o o propionato
advindo da fermentacado ruminal, os aminoacidos glicogénicos resultantes da
mobilizagao de tecido muscular e o glicerol resultante do metabolismo lipidico
(ASCHENBACH et al., 2010). Em ruminantes, o propionato € o precursor de

maior importancia, pois corresponde a 60-74% da gliconeogénese hepatica. No
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entanto, em virtude da limitacdo de consumo de MS conforme supracitado, ha
também uma limitacédo de propionato para sintese de glicose (DRACKLEY, 2004;
ASCHENBACH et al., 2010).

O direcionamento prioritario de glicose a glandula mamaria pode ser em
partes atribuido ao quadro de resisténcia a insulina. A insulina € um hormdnio
peptidico, secretado pelo pancreas em resposta ao nivel de glicose sérica,
desempenhando papel importante no armazenamento de energia (i.e., promove
sintese de glicogénio, estimulacédo da sintese de gordura e armazenamento nos
adipécitos através da inibicao da lipase sensivel a horménio - LSH), possuindo
papel antagbnico ao glucagon. Adicionalmente, a insulina atua na captagao da
glicose em auxilio as moléculas transportadoras de glicose (GLUT), sendo o
principal representante o GLUT-4, o qual capta a glicose através de difusao
facilitada (AZEVEDO e COELHO, 2016). No entanto, vacas durante o periodo
de transicdo possuem sensibilidade reduzida dos tecidos para responder as
concentragdes normais de insulina, diminuindo a expressdao de GLUT-4 e
aumentando a de GLUT-1, o unico transportador que € independente a insulina
e tem suas maiores concentragdes na glandula mamaria (GRUMMER, 2016).

O grau de resisténcia a insulina depende do nivel produtivo da vaca,
sendo que vacas mais produtivas, principalmente aquelas com genética mais
apurada, apresentam maiores predisposicoes a este fendmeno (CHAGAS et al.,
2009). Ademais, aparentemente vacas que sao secas com maiores escores de
condicao corporal (ECC), também possuem uma maior predisposi¢cdao de
resisténcia a insulina devido ao alto nivel de ceramidas no plasma (i.e.,
esfingolipidios correlacionados com a magnitude da lipdlise), implicando em
maior probabilidade da ocorréncia de desordens metabdlicas (RICO et al., 2015).

Devido a resisténcia a insulina, somado com o0s niveis plasmaticos
naturalmente baixos deste hormdnio no peri-parto, ha estimulo na atividade da
LSH por parte do glucagon e catecolaminas. Este quadro, por conseguinte,
implica em lipdlise, o qual resulta em aumento dos niveis séricos de acidos
graxos néo esterificados (AGNE). Os AGNE sdo compreendidos como acidos
graxos oriundos a partir dos triglicerideos e somente ligados a albumina, a qual
tem por fungéo carrea-los até o tecido hepatico. Quando no figado, ha influxo de
AGNE para dentro dos hepatdcitos, onde podem ser deslocados para dentro da

mitocdndria através do complexo carnitina palmitoil transferase | (CPT-I). Uma
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vez dentro da mitocéndria, os acidos graxos sofrem oxidagdo completa através
da B-oxidacao, onde acetil-CoA e CO2 séo formados (DRACKLEY, 1999). Além
disto, os AGNE também podem contribuir no teor de gordura do leite, sob a forma
de acidos graxos pre-formados, participando em mais de 40% dos acidos graxos
totais do leite em vacas recém-paridas (ADEWUYI et al., 2005).

Um ponto digno de nota é que, diferentemente da tendéncia de regulagao
fisica do CMS no pré-parto, conforme discutido anteriormente, no pds-parto, a
oxidacdo de AGNE, lactato, aminoacidos e propionato, aumenta o status
energético do figado (aumento de relagdo ATP/ADP), o que, através da redugao
da taxa de estimulagdo de nervos vagais aferentes, comunicam o hipotalamo,
ativando o centro da saciedade e garantindo uma resposta hipofagica (ALLEN et
al., 2009).

Essa regulagdo metabodlica do CMS é denominada teoria da oxidacao
hepatica (HOT) devido ao alto nivel de degradacéo de “combustiveis” neste
tecido (ALLEN et al., 2009). No entanto, conforme o estado lipolitico das vacas
aumenta, necessariamente aumenta também a importancia da regulagao pela
teoria da oxidagao hepatica, ou seja, vacas em BEN exacerbado irdo ter CMS
mais deprimido. Fisiologicamente, apdés o parto, o CMS vai aumentando
gradativamente, mas em ritmo mais lento que o incremento da producgao de leite,
e o animal atinge o apice do consumo alimentar entre a 10 e 14® semana de
lactacdo (NRC, 2001).

Todavia, a oxidagao completa dos AGNE é limitada a nivel hepatico,
principalmente pelo pool de oxaloacetato, necessario para as reagdes
anapleréticas do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) ou ciclo de Krebs, que faz a
juncado com o acetil-CoA, formando o citrato, o primeiro intermediario do ciclo.
Posteriormente, as coenzimas reduzidas que sdo produzidas no ciclo gerardo os
equivalentes ATP através da cadeia transportadora de elétrons (WHITE, 2015).
Sendo assim, se ha falta de oxaloacetato naturalmente ha reducao no processo
de B-oxidagcdo, pois a quantidade de acetil-CoA disponivel supera a sua
capacidade de utilizacdo no ciclo de Krebs (GONZALEZ e SILVA, 2006).

Para se aumentar o pool de oxaloacetato, existem enzimas, a exemplo da
piruvato carboxilase (PC) que tem por fungao prover ao sistema a transformacao
de piruvato a oxaloacetato, aumentando o poder oxidativo do TCA e

incrementando a sua eficiéncia hepatica. Contudo, em casos de alta demanda
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por glicose (e.g., inicio da lactagdo), ha aumento na gliconeogénese, e
consequentemente da atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
que capta os metabdlitos intermediarios, principalmente o préoprio oxaloacetato,
gerando deplecdo do pool deste metabdlito no meio, reiterando a limitagao na
via oxidativa (WHITE, 2015).

Dessa forma, pode ocorrer oxidacao parcial dos AGNE, o qual resulta na
producdo de corpos cetdnicos, dentre os quais o B-hidroxibutirato (BHB), de
mensuracao mais estavel, sobretudo a nivel sérico. Importante ressaltar que os
corpos cetdnicos também sao fontes energéticas alternativas para tecidos como
0 nervoso e o cardiaco; logo, niveis basais de BHB sédo esperados no perfil
metabdlico de vacas leiteiras no periodo de transicdo (McART et al., 2013).

Os niveis de AGNE e BHB refletem ainda o grau de lipomobilizagao, ou
seja, a magnitude de perda do ECC. O BEN, quando exacerbado (perda de um
ponto ou mais de ECC), com consequente aumento nos valores desses
metabdlitos, interfere negativamente nas fungdes produtiva e reprodutiva de
vacas leiteiras (ROCHE et al., 2009). Conforme supracitado, embora valores
basais sejam esperados para gerar uma adaptagao das vacas ao BEN, diversos
pesquisadores tém sugerido valores limiares (cut-point), onde animais que
tenham valores acima deste limite comegcam a apresentar decréscimos
produtivos, reprodutivos ou ocorréncia de disturbios metabdlicos.

Segundo LeBlanc. (2005), as mensuragbes das concentragdes de AGNE
e BHB podem ser realizadas ja no pré-parto (4 a 10 dias antes do parto). O
comportamento natural do AGNE seria que, em vacas saudaveis, esse
parametro aumenta a partir dos quinze dias que antecedem o parto, alcangcando
0 pico no dia do parto ou no primeiro dia pés-parto, reduzindo sua concentracao
nos dias seguintes devido ao aumento do CMS (LEBLANC, 2005; ADEWUY!I et
al., 2005). A Tabela 1 mostra os valores limites (cut-point) desses metabdlitos
verificados em varios estudos avaliando a prevaléncia de doencas durante o
periodo de transicao.

Por exemplo, segundo Chapinal et al. (2012), a concentragéo plasmatica
de AGNE > 0,5 mEqg/L no pré-parto esta relacionada com uma perda produtiva
de 1,6 até 3,2 kg/d de leite durante os 4 primeiros controles leiteiros. Além disso,

AGNE > 1,0 mEg/L no poés-parto (> 30% do rebanho) representa uma
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probabilidade menor de prenhez na primeira inseminagao (CHAPINAL et al.,
2012).

Tabela 1. Valores de referéncia de acidos graxos nao esterificados (AGNE) e [3-
hidroxibutirato (BHB) para vacas leiteiras no periodo de transi¢ao.
Autores Pré-Parto Pés-Parto

AGNE (mEq/L)

LeBlanc (2005) <0,3 -
Quiroz-Rocha et al. (2009) <1,0 0,1a14
Ospina et al. (2010) <0,3 <0,7
Seifi et al. (2011) - <1,0
McArt et al. (2013) <0,3 <0,7
Chapinal et al. (2012)" <0,5 <0,7
BHB (mmol/L)

LeBlanc (2005) - <1,2
Duffield et al. (2009) - <1,2
Ospina et al. (2010) - <1,2
Seifi et al. (2011) - <1,0
Chapinal et al. (2012)" <0,6 <14
Suthar et al. (2013) - <1,2

'Dados avaliados na primeira semana pos-parto.

McArt et al. (2012), em um estudo com incidéncia de cetose clinica e
subclinica, avaliando 4 rebanhos e 1717 vacas leiteiras, determinaram valores
limiares de 1,2 mmol/L para o metabdlito BHB. Ou seja, animais que possuem
valores acima desse limite sdo categorizados como apresentando cetose
subclinica, enquanto que aqueles com valores acima de 2,9 mmol/L séo
definidos como apresentando cetose clinica (OETZEL, 2004).

Ademais, o ultimo possivel destino do AGNE a nivel hepatico seria sua re-
esterificacdo. Os AGNE podem ser re-esterificados, armazenados como
triglicerideos e exportados na forma de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) (DRACKLEY, 1999). Nao obstante, os ruminantes tém uma capacidade
limitada em sintetizar e secretar VLDL no figado, sendo o excesso estocado no

proprio parénquima hepatico. Essa limitagdo promove uma maior deposi¢cao de
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gordura no figado e de disturbios metabdlicos, como esteatose hepatica e cetose
(BELL, 1995).

Ademais, o VLDL também é responsavel pela exportagao de grande parte
do colesterol produzido no figado. Devido a isso, a concentragdo sanguinea de
colesterol total pode ser uma maneira indireta de predizer os niveis das
lipoproteinas (NDLOVU et al., 2007), principalmente VLDL, uma vez que
aproximadamente 90% dos lipidios ligados as lipoproteinas séo transportados
aos tecidos periféricos na forma de fosfolipidios e colesterol (KOZLOSKI, 2009).

Niveis plasmaticos baixos de colesterol indicam um quadro de déficit
energético e comprometimento da fungdo hepatica, enquanto que, conforme
demonstrado por Seifi et al. (2003), o colesterol esta positivamente relacionado
com o aumento na produgéao de leite, sendo um bom indicador da capacidade da
vaca em mobilizar reservas lipidicas para a lactagédo. Além disto, a mudancga de
ECC também esta correlacionada com niveis plasmaticos de colesterol, uma vez
que vacas que perdem mais ECC no primeiro més de lactacdo tém menores
concentracdes desse metabdlito (KIM e SUH, 2003).

A relacdo AGNE:Colesterol tem sido sugerida como um indice para a
avaliagdo da fungao do figado e um indicador de lipidose hepatica. Esse indice
€ calculado através da divisdo entre niveis de AGNE e niveis de colesterol
(AGNE:Colesterol), sendo expresso na base mmol/L. Vacas com aumento na
relacdo AGNE:Colesterol no final do periodo seco (= 0,2) e recém-paridas (= 0,3)
tém maior risco de apresentarem doengas no pés-parto (ANDERSON e RINGS,
2009). Kalaitzakis et al. (2010) concluiram que vacas saudaveis, 7 dias apds o

parto, apresentam uma média de 0,17 de relacdo AGNE:Colesterol.

2.2.2 Metabolismo proteico

Tipicamente, o pool de aminoacidos advém da absorgao intestinal da
proteina metabolizavel (PM), contudo, durante o periodo de transicédo, ha
também uma condigdo de balango negativo. Da mesma forma que o BEN,
observa-se um balango proteico negativo (BPN), também ocasionado pelo baixo
CMS e pelo rapido aumento da producédo. Durante o BPN, aumenta o
catabolismo proteico com vistas a utilizagdo de aminoacidos na gliconeogénese,

além de propiciar matéria prima para a produgédo de proteinas de fase aguda,
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em especial a haptoglobina, que sado respostas a condi¢cdo inflamatoria do
periodo peri-parto (BELL, 2000).

Komaragiri & Erdman (1997), com o intuito de avaliar a magnitude da
mobilizacdo de proteina e gordura corporal de vacas Holandesas durante o
periodo de transigdo, se valendo de técnica de diluicdo de D20 e gerando
equivaléncias para proteina, gordura e cinzas corporal, observaram que a maior
diferenga ocorreu entre as semanas -2 e +5 em relagao ao parto, e para este
periodo se observou uma mobilizagao total de 21 kg de proteina e 54 kg de

gordura corporal, conforme demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Magnitude de mobilizacao de proteina e gordura de vacas leiteiras no
periodo de transi¢cao (Adaptado de Komaragiri € Erdman, 1997).

Adicionalmente, corroborando com tais achados, Van der Drift et al.
(2012), avaliando 34 vacas no periodo de transigdo, concluiram que a
mobilizagdo proteica se inicia logo antes do parto, prolongando-se até a 42
semana de lactagdo. Um fato interessante observado pelos autores € que vacas
que tinham menor mobilizagao proteica, apresentaram maiores valores de BHB
sérico. Sendo assim, os autores sugeriram a hipotese de que uma mobilizagéo
proteica ao redor do parto pode prover substrato para as reagdes anapleréticas
do TCA, aumentando a oxidagdo completa no figado. Principalmente fornecendo
aminoacidos, e a posteriori transformando-os em piruvato, pela agdo da alanina
aminotransferase (ALT) e subsequentemente a oxalacetato, pela acédo da PC

(WHITE, 2015), o qual é limitado nesta fase, conforme citado anteriormente.
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Com relagéo a exigéncia proteica, o NRC (2001) indica aproximadamente
900 g/d de PM durante o periodo pré-parto. Somado a isso, Bell (2000)
contempla que ha necessidade adicional de 120 g/d para a sintese de tecido
mamario, perfazendo um total de 1.100 a 1.200 g/d de PM na dieta. Num trabalho
recente de Husnain e Santos (2019), os autores sugeriram um aporte
diferenciado para novilhas e vacas; 800 g/d de PM as vacas e 1100 g/d de PM
as nuliparas. No pés-parto, devido a grande amplitude de fung¢des da PM, além
do aumento da necessidade de precursores glicogénicos e o catabolismo
descrito anteriormente, ainda ndo se tem uma exigéncia definida em termos de
PM. Além disso, os requerimentos de PM no pds-parto dependem obviamente
dos niveis produtivos alcangados no pés-parto, pois boa parte da exigéncia total
de PM é para atender as demandas de lactagdo. No entanto, estima-se que a
necessidade seria de pelo menos o dobro do indicado no pré-parto.

Com relacdo ao perfil proteico sérico, niveis de albumina, globulinas,
proteinas totais e ureia tipicamente representam o metabolismo proteico.
Adicionalmente, sdo estudados paradmetros indicadores do funcionamento
hepatico, tais como as enzimas ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato
aminotransferase).

A albumina é o indicador nutricional mais sensivel para determinar a longo
prazo o status nutricional proteico do animal, sendo sua concentracao afetada
pelo funcionamento hepatico (i.e., citoplasma de hepatdcitos € sitio exclusivo
para sintese desta proteina), disponibilidade de proteinas na dieta, equilibrio
hidroeletrolitico e pela presenga de condig¢ao inflamatoria, ja que ha redugao da
albumina em consequéncia do aumento de proteinas pro-inflamatérias
(TENNANT e CENTER, 2008).

Albumina é caracterizada como uma proteina de fase aguda negativa
(PFA-), juntamente com a paroxonase (PON); enquanto que haptoglobinas e
ceruloplasminas s&o consideradas como proteinas de fase aguda positivas
(PFA+). A PON também pode servir como um parametro para avaliar a atividade
hepatica, uma vez que a sua redugcdo esta associada ao comprometimento
cronico do figado (BIONAZ et al., 2007).

Vale ressaltar que a albumina € a proteina do soro mais osmoticamente
ativa, enquanto que as globulinas sdo mais heterogéneas, tendo uma variedade

de fungdes, representadas desde anticorpos até carreadores de lipideos,
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vitaminas e horménios (PICCIONE et al., 2011). A albumina geralmente tem um
comportamento mais estavel ao longo do periodo de transi¢cdo, enquanto que a
globulina aparentemente tem um decréscimo maior em relagéo ao parto, sendo
que no dia do parto, observa-se a maior relagao albumina/globulina (PICCIONE
et al., 2011). Obviamente, tanto a albumina quanto a globulina tém reflexo no
valor de proteinas totais do soro, enquanto que a ureia tem seus valores de
referéncia relacionados com o poder de detoxificacdo da amébnia, sendo que
valores baixos desse metabdlito podem ser indicativos de problemas hepaticos.

De forma categorica, Bertoni et al. (2008) demonstraram que vacas que
tinham um maior indice de atividade hepatica (i.e., que posteriormente seria
reavaliado pelo mesmo grupo de pesquisa e determinado indice de
funcionalidade hepatica — LFI), apresentavam maiores valores de ureia e
albumina e menores valores de haptoglobina e globulina no plasma. Ja o LFI é
calculado a partir dos metabdlitos albumina, colesterol e bilirrubina, conforme
equagao sugerida por Bertoni e Trevisi (2013), sendo que valores positivos séo
indicativos de saude hepatica.

Ademais, quando se trata do periodo de transi¢ao, percebe-se que outra
enzima que tem aumento expressivo na atividade seria a AST (COZZI et al.,
2011). A AST, anteriormente chamada de transaminase glutamica-oxaloacética
(GOT), é encontrada principalmente no figado, eritrécitos e nos musculos
esquelético e cardiaco. Além disso, € utilizada como indicador de necrose
nesses tecidos, em especial nas lesdes hepaticas, pois quando ha lesédo essa
enzima é liberada na corrente sanguinea (COZZI et al., 2011).

2.2.3 Metabolismo mineral

Obviamente, quando se trata de metabolismo mineral de vacas em
transicdo, todos os macrominerais (exigidos em gramas por dia) e os
microminerais (exigidos em miligramas por dia) tém importancia na
suplementacdo. No entanto, essa revisdao ira abordar com maior énfase o
metabolismo do calcio das vacas em transicao.

A grande exigéncia de calcio (Ca) sanguineo para a producao de colostro
pela glandula mamaria associada ao baixo CMS, ja destacado anteriormente,

acarretam em um balango negativo deste mineral no periodo pés-parto imediato.
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A hipocalcemia subclinica, tradicionalmente caracterizada quando a
concentragcdo de Ca sanguineo fica abaixo de 8,0 mg/dL (REINHARDT et al.,
2011), causa reducdo na ingestdo de alimentos, menor motilidade ruminal e
intestinal e decréscimo no volume de leite produzido. Além disso, a hipocalcemia
esta relacionada ao aumento na suscetibilidade a outras doengas metabdlicas e
infecciosas (e.g., retencao de placenta, metrite, deslocamento de abomaso,
cetose e mastite) pela diminuicdo da ativacdo das células do sistema imune
inato, ou seja, a primeira linha de defesa do organismo (REINHARDT et al.,
2011). A ocorréncia de hipocalcemia é influenciada por fatores como idade, raga
e potencial produtivo. Quanto a idade, ja estd bem estabelecido na literatura
(REINHARDT et al., 2011) que animais com duas ou mais lactagdes t€m maior
risco de desenvolver esse disturbio metabdlico. Em termos raciais, vacas Jersey
tém maior incidéncia do que vacas Holandesas. E ainda, vacas e rebanhos mais
produtivos estdo sob maior risco de apresentarem esta desordem.

A hipocalcemia afeta vacas leiteiras entre 48 a +72 horas em relagao ao
parto, com maior ocorréncia nas primeiras 24 horas pds-parto, sendo provocada
por um subito desequilibrio na regulacdgo de Ca no sangue e podendo
apresentar-se sob a forma clinica e subclinica (ORTOLANI, 1995).

A hipocalcemia subclinica tem uma incidéncia maior que a clinica, sendo
da ordem de aproximadamente 50% nos Estados Unidos (GOFF, 2008), 30 a
40% em sistema a pasto na Nova Zelandia (ROCHE et al., 2003), e no Brasil,
Carneiro et al. (2017) relataram incidéncia de 40% de hipocalcemia subclinica
em dois grandes rebanhos confinados na regido Sul do Brasil.

Como método eficiente para reduzir a incidéncia de hipocalcemia em
vacas leiteiras, tem-se recomendado a utilizagdo de dietas com diferenca
catibnica-aniénica na dieta (DCAD) negativa no pré-parto. As recomendagdes
recentes de DCAD na dieta pré-parto variam de -5 a -15 mEqg/100 g MS
(OETZEL, 2013). O DCAD ¢ alcancado basicamente reduzindo os cations Na* e
K* e aumentando os anions CI e S*. O DCAD negativo ocasiona uma ligeira
acidose metabdlica no organismo, proporcionando ativagdo do paratorménio, o
qual tem por funcao estimular a atividade osteoclastica, retirando o calcio 6sseo
(i.e., onde se encontram cerca de 99% das reservas de Ca no organismo) e as
disponibilizando no sangue (HENRY, 1995).
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A reducédo de DCAD da dieta tem se mostrado uma ferramenta eficiente
contra a ocorréncia de hipocalcemia em rebanhos comerciais. Dados de meta-
analise recentemente publicada (LEAN et al., 2019) mostram que, em um total
de 58 comparacdes advindas de 31 experimentos, tendo o grupo controle
consumindo média de + 2,28 mEq/100 g MS e o grupo tratado (DCAD reduzido)
um consumo de -0,64 mEq/100 g MS, ha uma reducéo do risco de hipocalcemia,
retengao de placenta, metrite e do conjunto de doengas como um todo.

Todavia, dietas com DCAD demasiadamente negativas podem impactar
desfavoravelmente o CMS, como foi demonstrado por Lopera et al. (2018). Os
autores observaram uma reducdo de aproximadamente 1 kg no CMS diario
quando o DCAD da dieta foi reduzido de -70 para -180 mEqg/kg de MS. O DCAD
em niveis mais elevados pode amplificar a acidose metabdlica gerando
desconforto ao animal devido a alteragcbes acido-basicas, modulando

principalmente o aumento no intervalo das refeigdes (ZIMPEL et al., 2018).

2.2.4 Inflamacgao, estresse oxidativo e efeitos sobre o sistema imune

durante o periodo de transigao

Durante o periodo de transigado ha a ocorréncia de dois fendbmenos inter-
relacionados com a cascata metabdlica descrita anteriormente: inflamacao e
estresse oxidativo. A inflamacgao é entendida como uma resposta para auxiliar o
organismo a superar estimulos adversos, como um agente infeccioso ou uma
lesdo tecidual, com o objetivo de retornar a homeostase (BRADFORD et al.,
2015). Ja o estresse oxidativo pode ser entendido como um desequilibrio entre
a produgdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e a de substancias
antioxidantes (e.g., vitamina E, caroteno, taurina, glutationa peroxidase, e
outros), e com isto ha excesso de ROS. Este excesso de ROS gera um grande
dano tecidual, sobretudo nas células do sistema imune (SORDILLO e AITKEN,
2009; SORDILLO, 2016).

Além dos classicos sinais inflamatérios de rubor, calor, inchago e dor, a
resposta inflamatdria aguda tem por fungéo ativar mediadores, a exemplo das
citocinas (e.g., fator de necrose tumoral alfa — FNTa; interleucina 6 — IL-6),
moléculas de adesao (e.g., L-selectina) e proteinas do sistema complemento

(i.e., proteinas para amplificar a fungao bactericida). A acao de tais mediadores
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tem por consequéncia a ativacio de respostas sistémicas, como por exemplo, o
aumento da taxa cardiaca, a elevagao da temperatura corporal e a diminuigao
do CMS (SORDILLO e MAVANGIRA, 2014; BRADFORD et al., 2015).

Embora seja um aspecto positivo do metabolismo, a inflamagéo crénica
(sub-aguda) pode ser deletéria, pois pode acarretar em mudangas progressivas
na funcao dos tecidos de certa forma contribuindo para a ocorréncia de doencgas
(BRADFORD et al., 2015). Um exemplo classico € quando uma vaca apresenta
um excesso de lipomobilizagdo, o qual resulta em aumento na expressao de
FNTa, implicando em aumento do status inflamatério e da resisténcia a insulina,
o que amplifica a lipomobilizagdo, gerando o processo de estresse metabdlico
(SORDILLO e RAPHAEL, 2013).

Como consequéncia desse quadro metabdlico tem-se um impacto direto
sobre a capacidade imune. Por exemplo, o alto nivel de cortisol implicara em
reducdo das moléculas de adesdo. O AGNE e o BHB elevados, por sua vez,
aumentarao a toxicidade sobre as células do sistema imune, além de alteragao
em suas membranas. A lipolise em excesso, ou seja, grande perda de ECC,
aumentara o estresse oxidativo, o que implicara no aumento da condi¢cao
inflamatdria, podendo ser crdnica, com niveis elevados de proteinas pro-
inflamatorias, como a haptoglobina (SORDILLO, 2016; TREVISI e MINUTI,
2018).

Os excessos de AGNE e BHB podem predispor a ocorréncia de doencgas
metabdlicas na forma clinica, além de implicar em prejuizos a conformacéao das
células de defesa do organismo e a capacidade imune como um todo (Tabela 2),
predispondo a ocorréncia de outras enfermidades comuns do periodo pds-parto
imediato, como retencgao de placenta, deslocamento de abomaso e hipocalcemia
(McART et al., 2013; OSORIO et al., 2013; SORDILLO, 2016).

E importante salientar que tais doencas s3o inter-relacionadas, uma vez
que a ocorréncia de uma delas aumenta a probabilidade de ocorréncia de outra.
Vale ressaltar que com o aumento na frequéncia de problemas metabdlicos ha
um impacto direto sobre o ciclo lactacional, com a redugao da producao leiteira,
dos indices reprodutivos e da viabilidade econémica da atividade (SORDILLO,
2016).
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Tabela 2. Efeito da variagao dos parametros metabdlicos no periodo de transicéao
sobre as células do sistema imune de vacas leiteiras.

Parametro Impacto sobre o sistema imune
Cortisol elevado Reducio de moléculas de adesao
Glicose reduzida Diminuigdo do glicogénio intracelular
Calcio reduzido Diminuigéo da ativagao celular
AGNE elevado Alteracao da membrana celular
BHB elevado Aumento da toxicidade celular
IGF-1 reduzido Diminuic&o da proliferagao e diferenciacao de células
Lipdlise Aumento de espécies reativas ao oxigénio (ROS)

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Sordillo e Raphael (2013), Sordillo e
Mavangira (2014) e Sordillo (2016).

Tendo em vista esse cenario, a nutricido de vacas leiteiras busca por
alternativas para que os processos deletérios comuns durante esse periodo
sejam minimizados no organismo desses animais, com vistas a garantir uma
melhor saude e producao (ROCHE et al., 2013; SORDILLO, 2016).

2.2.5 Amplitude de funcdes da metionina e importancia da suplementagao

Uma das alternativas para minimizar os efeitos deletérios desses
processos supracitados é a suplementacdo com aminoacidos, a exemplo da
metionina (MET). Dados de Wu (2009) mostram que a metionina pode ser
definida como uma molécula funcional por participar e regular vias metabdlicas
principais para aprimorar saude, sobrevivéncia, crescimento, desenvolvimento,
lactagdo e reprodugcdo. Por exemplo, a suplementacdo de metionina
consistentemente aumenta as concentragdes de glutationa no figado, a qual atua
como antioxidante intracelular, melhorando a fung¢do hepatica e reduzindo o
estresse oxidativo e a condi¢ao inflamatéria.

Por definicdo, a metionina é considerada um aminoacido essencial e ao
mesmo tempo limitante para vacas leiteiras (NRC, 2001). A metionina é advinda
da dieta ou do catabolismo do tecido animal e a partir disso pode assumir
diferentes caminhos dependendo, sobretudo, da condigéo fisiolégica do animal.

Existem duas vias de sintese de metionina: a transulfuracéo, que utiliza cisteina
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como fonte de enxofre, e a sulfidrilagado direta, que utiliza enxofre inorganico
como fonte de enxofre (VAN DER DRIFT et al., 2012).

A metionina pode também ser biotransformada em sua forma doadora
ativa de grupos metil (CHs), a S-Adenosilmetionina (SAM), que por sua vez
consegue transferir tal grupamento para outros compostos como, por exemplo,
na formagao do VLDL e metilagdo do DNA (OSORIO et al., 2013). Embora isto
nao seja um consenso na literatura (OSORIO et al., 2014b), observa-se que pode
de fato se obter algum grau de metilagdo do DNA, influenciando inclusive no
metabolismo lipidico de embrides de vacas suplementadas com metionina no
periodo de transicdo (ACOSTA et al., 2016). A formagao do VLDL tende a ser
menos pronunciada, nao apresentando efeitos comprovados na literatura
(OSORIO et al., 2014a; OSORIO et al., 2014b). Além disto, a SAM pode realizar
uma biotransformacdo na homocisteina, a qual € precursora de duas
substancias antioxidantes: a glutationa e a taurina. Isto por sua vez acaba
gerando um aumento na produgdo de enzimas antioxidantes (CHANDLER e
WHITE, 2017).

Vale ressaltar que durante o periodo de transicdo as vacas também
entram em um balang¢o negativo de doadores metil, a exemplo de metionina,
betaina e acido folico, compostos de vital importancia para o animal, pois sédo
essenciais para a sintese de fosfatidilcolina e colina, que sdao metabdlitos
intermediarios do metabolismo energético (ZHOU et al., 2016a). Esses doadores
de grupo metil sdo oriundos de degradacdo de proteina para que seus
aminoacidos sejam utilizados como precursores gliconeogénicos (VAN DER
DRIFT et al., 2012).

Além disto, durante o periodo peri-parto ha um pronunciado decréscimo
na quantidade de metionina plasmatica entre os dias -21 e +10 relativos ao parto
(ZHOU et al. 2016a). Isto poderia acarretar inclusive em uma limitacao para o
desenvolvimento fetal, haja visto que o terco final da gestagéo € responsavel por
grande parte do crescimento do feto. Além disto, ha comprovagcdo que a
metionina quando suplementada as vacas durante a transi¢cdo pode provocar
efeitos metabdlicos em sua prole (JACOMETO et al., 2017).

Outro principal destino da metionina é para a formacgao da proteina do
leite. Diversos estudos (OSORIO et al., 2013; ZHOU et al., 2016a) comprovaram

0 aumento da proteina do leite com a suplementacdo de metionina protegida
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para vacas em lactacao. De fato, espera-se uma resposta positiva no teor e na
produgdo de proteina no leite ao maior suprimento dietético de metionina
metabolizavel. Entretanto, em muitos casos, a resposta em desempenho nao é
consistente, uma vez que depende da dieta basal, do estagio da lactagdo, do
tipo do suplemento de metionina utilizado, da ocorréncia de outros nutrientes
limitantes, entre outros (PATTON, 2010). Uma sumarizagdo dos efeitos da

metionina no organismo de vacas leiteiras esta demonstrada na Figura 3.
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Figura 3. Amplitude de fungbes da metionina no organismo de vacas leiteiras.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Como fontes de metionina exdgena para suplementagdo, existem
basicamente trés fontes. O primeiro € a metionina analoga HMB ou HMTBa
(acido 2-hidroxi-4-metiltio-butirico), onde ha um processo de biotransformacao
por parte dos microrganismos do rumen, onde ha a produgao de metionina. O
segundo € a metionina analoga HBMi, que seria o éster isopropilico de HMB, o
qual foi criado para aumentar a sua protegdo e garantir maiores niveis de
metionina metabolizavel. Como principais exemplos de produtos comerciais a
base de metionina analoga, pode-se citar o Alimet ou MFP (HMB da Novus,
Estados Unidos) e o Metasmart (HMBi da Adisseo, Franga). E finalmente, existe

a metionina protegida ruminalmente, que é revestida por encapsulamento, sendo
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absorvida somente no tecido intestinal, tendo, portanto, uma maior quantidade
de metionina metabolizavel (OSORIO et al., 2013).

De acordo com o NRC (2001), os métodos para a protegao de
aminoacidos incluem: 1) revestimento com acidos graxos juntamente com um
polimero (a exemplo do 2-vinilpiridina-co-estireno) pH sensivel; e 2) revestimento
ou matrizes envolvendo acidos graxos com minerais e/ou carboidratos.

Com relagao ao primeiro tipo de revestimento, ha grandes vantagens de
seu uso, uma vez que o polimero aparentemente altera o padrdo quimico do
acido estearico, que geralmente € o acido graxo saturado que ¢€ utilizado nestas
misturas protetoras, o que confere uma maior resisténcia a degradag¢ao ruminal
por parte do revestimento. Além disto, o polimero permite uma solubilizacdo do
produto em baixos niveis de pH, permitindo, portanto, uma liberagao rapida no
abomaso (SCHWAB, 2007). Tratando-se de metionina protegida ruminalmente
(MPR), o principal exemplo de produto com este revestimento seria o
Smartamine (Adisseo, Franga). Este produto possui 75% de DL-Metionina,
possuindo uma biodisponibilidade de 80% (OSORIO et al., 2013).

Por outro lado, o segundo método de protegcéo se baseia no envolvimento
da etil celulose, um carboidrato de baixa digestdo devido a uma digestao
enzimatica minima (SCHWAB, 2007). A degradacé&o do produto ocorre, portanto,
através de acao fisica, garantindo uma liberacdo lenta do aminoacido no
intestino. Em relacdo a MPR, o principal exemplo de produto com este
revestimento seria o Mepron (Evonik, Alemanha). Este produto possui 85% de
DL-Metionina, possuindo uma biodisponibilidade de 90%.

Na avaliacdo da efetividade da protecdo € contrastado a
biodisponibilidade e ha trés métodos que podem ser realizados: abordagem
fatorial, abordagens de respostas sanguineas e respostas produtivas (SCHWAB,
2007). A abordagem fatorial consiste em avaliar independentemente a taxa de
escape ruminal e o desaparecimento intestinal do aminoacido. O processo é feito
com animais canulados e o uso de técnicas “in situ” (SCHWAB, 2007).

Abordagens de respostas sanguineas, por outro lado, s&do mais faceis de
conduzir na avaliagédo da biodisponibilidade. Basicamente, a avaliagcdo mais
usual seria de mensurar as quantidades de aminoacidos no plasma, pois ha
relagcéo linear entre o que € ingerido e o que é absorvido e disponibilizado na

corrente sanguinea para o animal. Para tanto, pode ser realizado duas variagdes
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desta abordagem; o primeiro método seria 0 uso de dose resposta, observando
as diferencas no declinio das concentragdes de aminoacidos no plasma em
contraste com o nivel de suplementacdo destes aminoacidos. O segundo
método seria infundir uma quantidade de MET e avaliar também no plasma em
diferentes tempos. Todavia, posteriormente seria necessario comparar 0s
resultados com um controle positivo. Por exemplo, considera-se o uso de
Smartamine como controle positivo em virtude da sua biodisponibilidade ja
comprovada de 80% (PATTON, 2010). A partir destes dados seria realizada a
abordagem da “area sob a curva” (SCHWAB, 2007).

As respostas produtivas seria a avaliagdo de métodos indiretos (por
exemplo, proteina do leite) com o uso de metionina protegida em dietas
deficientes em metionina (SCHWAB, 2007). Embora ndo exista um consenso
dentre os trés métodos apresentados anteriormente, os métodos mais
frequentemente empregados sao as abordagens sanguineas.

A metionina, quando fornecida durante o periodo de transicao,
tipicamente apresenta efeitos positivos em parametros produtivos,
principalmente teores e quantidades de solidos do leite. Mais frequentemente,
ha pronunciado aumento principalmente do percentual de proteina no leite
(Tabela 3). Aparentemente, este € o unico resultado que € consistente na
literatura, independentemente da MPR utilizada (ZANTON et al., 2014).

Zhou et al. (2016a) ainda ressaltaram o efeito positivo da metionina sobre
o CMS. Em comparagédo aos grupos controle, animais suplementados
apresentaram ingestao superior tanto no periodo pré-parto, como no pos-parto.
Tais achados sdo de grande relevancia uma vez que um maior CMS neste
periodo é benéfico, pois reduz a incidéncia de cetose e outras desordens
metabdlicas associadas, além de promover maior produgao de leite. Aumentos
no CMS e na producdo de enzimas antioxidantes podem ser os principais
responsaveis pelo aumento na atividade de células do sistema imune, sobretudo
neutrofilos (OSORIO et al., 2013; OSORIO et al., 2014a).
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Tabela 3. Principais resultados produtivos encontrados em literatura de vacas
suplementadas com metionina no periodo de transi¢ao.

Parametro Controle Metionina Valor P Autores

CMSpré (kg/d) 12,2 12,3 NS Osorio et al. (2013)"
CMSpré (kg/d) 13,2 14,3 0,02 Zhou et al. (2016a)
CMSp0s (kg/d) 13,3 15,6 0,06 Osorio et al. (2013)
CMSpés (kg/d) 19,2 17,2 0,02 Zhou et al. (2016a)
CMSpés (kg/d) 18,3 18,3 NS Kudrna et al. (2009)
Leite (kg/d) 35,7 40,0 0,08 Osorio et al. (2013)
Leite (kg/d) 40,4 42,2 0,02 Zhou et al. (2016a)
Leite (kg/d) 32,9 34,2 NS Kudrna et al. (2009)
Gordura (%) 4,27 4,09 NS Osorio et al. (2013)
Gordura (%) 3,74 3,72 NS Zhou et al. (2016a)
Gordura (%) 3,54 3,45 NS Kudrna et al. (2009)
Proteina (%) 3,04 3,19 0,05 Osorio et al. (2013)
Proteina (%) 3,14 3,32 <0,001 Zhou et al. (2016a)
Proteina (%) 3,13 3,12 NS Kudrna et al. (2009)

'Osorio et al. (2013) = comparagdes somente com SMARTAMINE. CMSpré = consumo de
matéria seca pré-parto; CMSpds = consumo de matéria seca pds-parto; NS = nao significativo.

Por outro lado, considerando a dinamica metabdlica que a vaca esta
submetida durante o periodo periparturiente, a metionina aparentemente tem
limitada influéncia sobre os parametros metabdlicos (Tabela 4), embora existam
trabalhos que identificaram uma plena melhoria dos processos imunes (OSORIO
et al., 2013).

A inconsisténcia referente aos resultados obtidos pode ser justificada por
uma amplitude de fatores. Primeiramente vale ressaltar que, para que o sucesso
de uma nutricdo com foco em aminoacidos seja alcangado, € necessario que a
dieta em que esta sendo incluido tais produtos esteja balanceada, sobretudo em

energia e proteina, para que se tenha uma boa base nutricional.
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Tabela 4. Principais resultados metabdlicos encontrados em literatura de vacas
suplementadas com metionina no periodo de transi¢cao

Parametro Controle Metionina Valor P Autores

Parametros Hepaticos e Inflamatérios

Bilirrubina (umol/L) 4,38 4,22 0,82 Zhou et al. (2016b)
Bilirrubina (pmol/L) 1,84 1,48 0,70 Osorio et al. (2014)
AST (U/L) 100,1 100,9 0,84 Zhou et al. (2016b)
AST (U/L) 98,7 86,6 0,34 Osorio et al. (2014)
Colesterol (mmol/L) 3,31 3,62 0,11 Zhou et al. (2016b)
Colesterol (mmol/L) 3,22 3,36 0,52 Osorio et al. (2014)
Albumina (g/L) 35,5 36,5 0,04 Zhou et al. (2016b)
Albumina (g/L) 35,1 35,7 0,15 Osorio et al. (2014)
Paroxonase (U/mL) 84,5 93,0 0,07 Zhou et al. (2016b)
Paroxonase (U/mL) 64,9 63,6 0,80 Osorio et al. (2014)
Haptoglobina (g/L) 0,47 0,35 0,08 Zhou et al. (2016b)
Haptoglobina (g/L) 0,36 0,31 0,32 Osorio et al. (2014)
Ureia (mmol/L) 5,73 5,89 0,28 Batistel et al. (2017)
Ureia (mmol/L) 4,87 4,87 0,97 Osorio et al. (2014)
Metabolismo Energético
Glicose (mmol/L) 4,13 4,24 0,21 Batistel et al. (2017)
Glicose (mmol/L) 3,78 3,80 0,68 Zhou et al. (2016a)
AGNE (mmol/L) 0,71 0,63 0,08 Batistel et al. (2017)
AGNE (mmol/L) 0,61 0,62 0,87 Zhou et al. (2016a)
AGNE (mmol/L) 0,43 0,42 0,43 Osorio et al. (2013)
BHB (mmol/L) 0,88 0,92 0,66 Zhou et al. (2016a)
BHB (mmol/L) 1,10 0,97 0,75 Batistel et al. (2017)
BHB (mmol/L) 0,68 0,64 0,82 Osorio et al. (2013)

AST = aspartato aminotransferase; AGNE = acidos graxos nao esterificados; BHB = (-
hidroxibutirato.

Pereira (2014) sumariza que para que se tenha sucesso na formulagao de
dietas por aminoacidos € necessario: 1) fornecer carboidratos da forma
adequada; 2) atender a demanda de proteina no rumen; 3) atender a demanda
de proteina metabolizavel (PM) e energia, de forma mais sincronizada possivel

através do auxilio de modelos nutricionais; 4) atender a exigéncia de lisina na
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PM, buscando valores > 6,6% de Lys na PM); e 5) atender a exigéncia de
metionina na PM, trabalhando com valores > 2,2% de Met na PM, mantendo uma
relagao lisina/metionina de 3:1. Por outro lado, atualmente uma melhor relacéo
seria 2,8/1 (OSORIO et al., 2013).

A partir disto, a ineficiéncia no uso de aminoacidos pode ser devido a
produtos com falhas na prote¢do ruminal (PATTON, 2010), estadio de lactacao
e dias de suplementacéo inapropriados (ZANTON et al., 2014; LEAO et al., 2017)
e presenga de outros aminoacidos limitantes na dieta (GIALLONGO et al., 2016).
Com relagdo aos produtos, nota-se a necessidade de escolher aqueles que
tenham uma protecao cientificamente comprovada para que necessariamente o
aminoacido nao possua intensa degradagao ruminal e consiga desempenhar seu
papel metabdlico.

Com relacao a presenca de outros aminoacidos limitantes, aparentemente
apos a metionina e lisina que seriam os mais limitantes (NRC, 2001), um terceiro
aminoacido vem ganhando destaque: a histidina (GIALLONGO et al., 2016). Tais
pontos vém a encontro ao conceito de reducao do teor de proteina bruta (PB)
nas dietas visando reduzir a excregao de nitrogénio no ambiente, aumentar a
eficiéncia do uso de nitrogénio e reduzir o custo por kg da dieta (CHASE et al.,
2012).

Quando se adota esta linha, nota-se que é necessario se otimizar a
sintese de proteina microbiana (PMic), pois do ponto de vista de perfil de AA,
observa-se que esta possui altos percentuais de metionina e lisina, além de ter
bastante semelhanga com a caseina do leite. No entanto, o aminoacido limitante
na PMic seria a histidina. Além disto, estudos recentes confirmam que em dietas
em que se desafia os modelos nutricionais e se reduz o teor de proteina na dieta
de vacas leiteiras, inclusive em dietas em que a proteina metabolizavel &
deficiente, ha necessidade de suplementacao de histidina (GIALLONGO et al.,
2015; GIALLONGO et al., 2016).

Logo, sumarizando, percebe-se que somente quando se usa um tipo de
aminoacido, por vezes o insucesso pode ser advindo de um déficit de outros
aminoacidos. Para tanto, nota-se que com relagdo ao teor de PB da dieta, as
melhores respostas de MET, por exemplo, sdo encontradas quando o teor de PB
esta acima de 16% (LEAO et al., 2017).
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Ademais, deve-se considerar que a maioria dos estudos apresentados
(Tabela 3 e 4) foi realizada durante periodos curtos de avaliagdo e nao ha
limitada replicagdo em fazendas comerciais, sobretudo por se tratar de um
assunto relativamente recente. Sendo assim, ha poucos indicios dos efeitos da
suplementacao de metionina em uma maior quantidade de animais. Desta forma,
existe ainda a real necessidade de se avaliar os efeitos desse aditivo sobre vacas
leiteiras durante o periodo de transicéo, especialmente tratando-se de rebanhos

comerciais.
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3 CAPITULO Il: SUPLEMENTAGAO DE METIONINA PROTEGIDA E SEUS
EFEITOS NOS ASPECTOS PRODUTIVOS E METABOLICOS DE VACAS
NO PERIODO DE TRANSICAO

3.1 INTRODUGAO

O leite € um dos principais produtos do agronegécio nacional. Todavia, na
cadeia de produgao de leite brasileira, ainda ha grande heterogeneidade de
sistemas produtivos e baixa produtividade por animal. Com isto, existe a
necessidade latente de intensificagdo em diversos pontos da producao, sendo
que a alimentacéo tem local de destaque por constituir o setor mais oneroso em
termos financeiros, podendo representar até 60% dos custos totais de produgao
(COSTA e BREZOLIN, 2014).

De uma forma geral, além de se otimizar formulagdo e manejo nutricional,
outro topico que ganha notoriedade atualmente € o uso de aditivos nutricionais
ou o uso em doses mais elevadas de nutrientes especificos, com vistas a
melhorar o potencial produtivo e metabdlico dos animais, visando ainda reducao
de doencas, de descarte e aumento da longevidade.

Estudos conduzidos ao longo desta ultima década vém demonstrando
resultados promissores da suplementagao de aditivos nutricionais focados em
buscar beneficios além da esfera produtiva, sendo utilizados para melhoria de
saude, sobretudo em periodos de alto desafio metabdlico, a exemplo do que
ocorre no periodo de transicdo (OSORIO et al., 2013; OSORIO et al., 20143;
OSORIO et al., 2014b; SORDILLO, 2016).

O periodo de transicao é definido como as trés semanas anteriores e as
trés semanas posteriores em relacao ao parto. Obviamente, € um periodo de alta
demanda, pois ocorrem intensas mudancas metabdlicas e hormonais que
acabam tendo impacto sobre toda a lactagdo (DRACKLEY, 1999). Tais
mudangas implicam em uma maior incidéncia de doengas, que
consequentemente impactam no potencial aumento do descarte involuntario
(BURKE et al., 2010; ROCHE et al., 2013).

Além do desbalancgo que ocorre no metabolismo energético e proteico, ha
reducdo na produgdo de doadores de grupo metil, a exemplo de metionina,

betaina e acido folico, compostos de vital importancia para o animal. Tais
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compostos sao essenciais para a sintese de fosfatidilcolina e colina, que sao
metabdlitos intermediarios do metabolismo energético (ZHOU et al., 2016a).
Uma das alternativas para minimizar estes processos supracitados é a
suplementagdo com metionina protegida ruminalmente (MPR). Este aminoacido
sulfurado é considerado limitante e essencial, pois tem papel de destaque pela
sua grande amplitude de fungdes no organismo animal (OSORIO et al., 2013).
Embora tenha resultados extremamente promissores, ainda ndo ha
consenso na literatura disponivel, das respostas produtivas e metabdlicas deste
aditivo no periodo de transicdo. Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar os
efeitos da suplementacdo de MPR sobre o desempenho produtivo e aspectos

metabdlicos de vacas leiteiras periparturientes em um rebanho comercial.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em um rebanho comercial pertencente a
Fazenda Frank’Anna, localizada em Carambei, regido centro-oriental do Estado
do Parana, Brasil. Foram suplementados e monitorados 166 animais da raca
Holandesa, sendo 108 multiparas, com média de 2,6 + 0,8 lactagdes, e 58
primiparas, todos avaliados durante o periodo de transigdo, e blocados de
acordo com a ordem de parto e a data prevista de parto. Os animais foram
alocados em currais pré-parto, cama modelo Compost Barn, sendo a cama
revolvida diariamente, possuindo cochos com canzil e bebedouros. O espacgo
médio de cocho para os animais foi de 0,80 m/animal e houve separagao entre
novilhas e vacas. O periodo experimental foi de 22 de maio de 2017 até 29 de
setembro de 2017. O protocolo do Comissdo de Etica no Uso de Animais foi
aprovado sob o numero 053/2016 (Apéndice 5.1).

Os tratamentos foram os seguintes: Controle — dieta controle sem
suplementacado e Metionina — dieta controle com suplementacdo de metionina
protegida ruminalmente (Smartamine®, Adisseo Inc), na inclusdo de 8
g/animal/dia no periodo pré-parto e de 15 g/animal/dia no periodo pés-parto. A
justificativa para a utilizacdo de duas doses distintas do produto advém da
necessidade de se manter uma relagao Lisina: Metionina de 2,8:1, conforme

demonstrado por Osorio et al. (2013). A quantidade de metionina e lisina
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metabolizavel, em gramas, preditas através do software do NRC (2001), foram
de 24,5 e 70g no pré-parto e de 74 e 2229 no pos-parto, respectivamente.

A metionina protegida avaliada (Smartamine®; Adisseo Inc) tem uma
proporcdo de 80% de metionina verdadeira, fisicamente revestida com
biodisponibilidade de 80%. O uso da metionina nas dietas experimentais
coincidiu com o inicio do periodo de transi¢cao (21 dias antes da data prevista do
parto) e se prolongou em média até o 16° dia de lactagédo (data de saida dos
animais do lote pds-parto, conforme manejo da fazenda). Apds a saida do lote
pos-parto, por decisdo de manejo da propria fazenda, todos os animais foram
suplementados com MPR. Portanto, o periodo médio de suplementacao foi de

38 dias, sendo 22 dias no pré-parto e 16 dias no pés-parto.

3.2.1 Dietas experimentais

Os animais foram alimentados com as dietas experimentais, formuladas
de acordo com as exigéncias de mantenca, gestacao e lactacéo para o periodo
pré e pos-parto (Tabelas 1 e 2). As exigéncias preditas e as dietas foram
formuladas através do software do NRC (2001). As dietas foram formuladas para
uma producao de 42 litros, gordura do leite de 3,5% e proteina do leite de 3,3%.

Previamente a formulagcdo das dietas, foram realizadas analises
bromatolégicas dos alimentos volumosos da fazenda, sendo feitas analises da
dieta total misturada (DTM) e ajustes semanais de acordo com as mudangas
nutricionais principalmente nos alimentos volumosos. Seguindo o manejo usual
da fazenda, os animais eram alimentados trés vezes ao dia no pré-parto e cinco
vezes ao dia no pés-parto, na forma de DTM, sendo permitidas sobras de 10%

do fornecido.
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Tabela 1. Dietas experimentais nos periodos pré-parto e pés-parto formuladas a
partir das exigéncias do NRC (2001)

Pré-Parto Pés-Parto

. o , .
Alimento (% da Mateéria Seca) Controle Metionina Controle Metionina

Silagem de milho de planta inteira 50,55 50,54 32,39 32,39

Palha de trigo 25,09 25,07 — —

Silagem pré-secada de azevém — — 7,41 7,41

Farelo de soja 8,09 8,07 11,33 11,33
Milho moido fino 5,64 5,62 13,93 13,92
Casca de soja — — 4,07 4,06
Caroco de algodao — — 5,04 5,03
Farelo de trigo — — 1,60 1,60
DDGS 8,09 8,07 4,99 4,99
Residuo de cervejaria — — 4,88 4,88
Farelo do residuo de milho — — 11,22 11,22
Oleo vegetal — — 0,09 0,09
Gordura protegida — — 0,67 0,67
Oxido de magnésio — — 0,30 0,30
Sal branco — — 0,21 0,21

Calcario — — 0,72 0,72
Bicarbonato de sédio — — 0,85 0,85
Adsorvente de micotoxinas 0,09 0,09 — —

Premix vitaminico-mineral pré-parto 2,64 2,64 — —

Premix vitaminico-mineral lactagao — — 0,30 0,30
Metionina Protegida — 0,08 — 0,04

DDGS: Residuo de destilaria de milho

As amostras dos alimentos eram coletadas semanalmente foram secas
em estufa de circulagdo forgcada a 55°C e moidas a 1 mm em moinho tipo
"Willey", onde sequencialmente determinou-se a matéria seca (MS) total em
estufa a 105°C por 16 horas (SILVA e QUEIROZ, 2009), proteina bruta (PB) pelo
método micro Kjeldahl e residuo mineral (RM) por incineragao a 550°C, por 4
horas. Foram determinados ainda os teores de fibra em detergente neutro (FDN),
conforme Van Soest et al. (1991), utilizando-se a-amilase termoestavel
(Termamyl 120L, Novozymes Latin América Ltda.), e fibra em detergente acido
(FDA), segundo Goering e Van Soest (1970). Extrato etéreo seguiu as
recomendagdes de Silva e Queiroz (2009). As analises foram conduzidas no
Laboratério de Nutrigdo Animal da UFPR, em Curitiba, Parana. Os resultados

meédios das analises de volumosos encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 2. Composi¢ao nutricional das dietas experimentais nos periodos pré-
parto e pés-parto formuladas a partir das exigéncias do NRC (2001)

Nutrientes Pré-Parto Pos-Parto
Controle Metionina Controle Metionina

MS (% da MN) 449 449 47,0 47,0
FDN (% da MS) 40,50 40,50 31,90 31,90
PB (% da MS) 13,23 13,25 17,40 17,40
PDR (% da MS) 10,60 10,50 11,50 11,50
PNDR (% da MS) 2,63 2,75 5,90 5,90
Lisina (% da PM) 6,78 6,77 6,90 6,90
Metionina (% da PM) 2,03 2,35 1,97 2,46
Lisina/Metionina 3,33:1 2,88:1 3,50:1 2,80:1
EE (% da MS) 3,93 3,93 5,10 5,10
DCAD (mEg/kg MS) -76 -76 +233 +233
Calcio (% da MS) 0,64 0,64 0,60 0,60
Foésforo (% da MS) 0,44 0,44 0,40 0,40
Magnésio (% da MS) 0,25 0,25 0,42 0,42
Potassio (% da MS) 1,29 1,29 1,16 1,16
Sadio (% da MS) 0,17 0,17 0,35 0,35
Vitamina A (KUI kg/MS) 10,50 10,50 23,9 23,9
Vitamina D (KUI/kg MS) 2,60 2,60 6,0 6,0
Vitamina E (Ul/kg MS) 208 208 149 149

MS: Matéria Seca; MN: Matéria Natural; FDN: Fibra em Detergente Neutro; PB: Proteina Bruta;
PDR: Proteina Degradavel no Rumen; PNDR: Proteina Ndo Degradavel no Rumen; EE: Extrato
Etéreo; DCAD: Diferenga Cation-Anidnica da Dieta.

Tabela 3. Composi¢ao nutricional dos alimentos volumosos

. . . Pré-secado

Nutrientes Silagem de milho de Azevém
MS (% da MN) 27,00 36,62
PB (% da MS) 7,23 15,21
FDN (% da MS) 46,95 50,81
FDA (% da MS) 21,78 28,38
Lignina (% da MS) 2,65 3,18
EE (% da MS) 3,99 5,10
RM (% da MS) 3,28 10,91

MS: Matéria’ Seca; MN: Matéria Natural; FDN: Fibra em Detergente Neutro; FDA: Fibra em
Detergente Acido; PB: Proteina Bruta; EE: Extrato Etéreo; RM: Residuo Mineral.

A distribuicdo das dietas experimentais foi realizada as 8:30h para os
animais do pré-parto e apds a ordenha da manha (7:30 h) para os animais do
pos-parto. Os aditivos foram fornecidos sobre a DTM, fop-dressed, somente no
periodo da manha. Apds 60 dias em lactagao, animais recebiam somatotropina
injetavel (rBST).
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3.2.2 Avaliacao do desempenho e composicao do leite

Antes e depois do parto foi realizada a pesagem dos animais atravées de
fita graduada do perimetro toracico, para obtengédo do peso vivo pré-parto (PV
pré) no dia -7 relativo a data prevista do parto, peso vivo pés-parto (PV pdos) no
dia + 7 em relagdo a data efetiva do parto e a magnitude de perda de peso
através da diferenca entre estes pesos. Foi realizada também a determinacao
do escore de condigao corporal (ECC), tanto no pré (ECC pré) quanto no pés-
parto (ECC pds), utilizando-se da escala de 1 a 5, sendo 1 o animal
excessivamente magro e 5 o animal excessivamente gordo, conforme a
indicagao de Edmonson et al. (1989).

No pos-parto foi avaliado o colostro e a determinacdo da qualidade foi
realizada através do refratbmetro de brix, conforme as recomendacdes de
Quingley et al. (2013). A producéo diaria de leite foi determinada por meio da
mensuracao diaria através de software integrado (Dairy Plan, GEA) até os 90
dias de lactacao.

A determinagdo da composi¢cdo do leite; teores de gordura, proteina,
lactose, solidos totais e caseina, nitrogénio ureico no leite (NUL) e contagem de
células somaticas (CCS), foram feitos na primeira e na segunda semana de
lactacdo. Em cada ordenha foram coletados 40 mL de leite, os quais foram
armazenados em potes de polietiieno com um comprimido de conservante
bronopol, e encaminhadas ao Laboratério Centralizado da Associagao
Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH). No
Laboratorio da APCBRH, em Curitiba, Parana, Brasil, as amostras foram
analisadas para gordura, proteina, lactose, solidos totais, contagem de células
somaticas (CCS), caseina e nitrogénio ureico no equipamento Nexgen (Bentley
Instruments®), através da metodologia de citometria de fluxo. Os teores de
gordura, proteina, lactose, sélidos totais e caseina também foram expressos
valores absolutos (em kg), multiplicando seus teores médios pela producgao

média do periodo de suplementacéao (16 dias).

3.2.3 Perfil metabdlico, sistema imunoldgico, transferéncia de

imunidade passiva e incidéncia de doencgas
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Colheitas de sangue foram realizadas nos dias -14, -7, +1, +4, +7, +12,

+14 e +30 relativos ao parto, durante o periodo da manha, por pungao da veia

'

coccigea.

' v oo

12 14 30
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14 -7 1 4

Dias relativos ao parto

Figura 1. Esquema de colheitas sanguineas para soro e plasma (V¥), para fita
de BHB (]) e somente de soro (O).

As amostras foram colhidas em tubos vacuolizados (Vacutainer®) sem
anticoagulante (10 mL) e com anticoagulante EDTA (6 mL), e mantidas sob
refrigeragcdo até processamento. Logo apos a colheita, as amostras foram
centrifugadas (10 min a 3000 rpm) para obtengao do soro e do plasma que foram
armazenados em microtubos de plastico tipo eppendorf® de 2 mL (em duplicata)
e congelados a -20°C (STOKOL e NYDAM, 2005).

A partir do soro, foram determinadas as concentragdes de AGNE (acidos
graxos né&o esterificados) e BHB ([3-hidroxibutirato), quantificadas por
metodologia enzimatica colorimétrica, usando reagentes padronizados
comerciais da marca Randox® (kit NEFA FA115 e kit Ranbut D-3 Hidroxibutirato
RB 1007). Para a andlise de BHB, além da coleta mencionada acima, também
foram coletadas amostras para analise da concentrag&o sanguinea de 3-cetonas
através de tiras-teste (Precision Xtra — blood B-ketones test strips) no aparelho
Optium Xceed, da marca Abbott Laboratories (Abbott Park, IL). As coletas foram
feitas somente no pds-parto nos dias +4, +7 e +12 (Figura 1).

Também foram analisados os seguintes metabdlitos: colesterol total,
albumina, globulina, bilirrubina total, aspartato amino transferase (AST), alanina
amino transferase (ALT), proteinas totais, calcio total, triglicerideos, glicose e
nitrogénio ureico. As analises foram realizadas em analisador bioquimico
automatico do modelo BS-200 da marca Mindray. Amostras hemolisadas foram
descartadas (STOKOL & NYDAM, 2005).
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A atividade sérica da paraoxonase 1 (PON) foi determinada a partir de
protocolo descrito por Browne et al. (2007). A leitura foi realizada em
espectrofotometro UV-VIS (Femto, Sao Paulo, Brasil) com comprimento de onda
de 270 nm e um tempo de leitura de 30 segundos, sendo a atividade da enzima
determinada pela formula: A absorbancia x 115 x 4.

A partir dos metabdlitos albumina, colesterol e bilirrubina foi calculado o
indice de Funcionalidade Hepatica (Liver Functionality Index — LFI) conforme a
equacao sugerida por Bertoni e Trevisi (2013). O calculo do indice é dividido
basicamente em dois estagios, onde no primeiro considera-se a concentragao
(C) dos trés parametros no dia +1 (D1) e no dia +30 (D30). O indice de albumina
e colesterol é calculado por: 0,5 x D3 + 0,5 x (D30 - D1). O indice de bilirrubina
€ calculado por: 0,67*D3 + 0,338(D30 - D1). No segundo estagio, os indices de
cada metabodlito sdo incluidos em uma nova férmula: LFI = [(indice Albumina —
17,71)/1,08 + (indice de Colesterol — 2,57)/0,43 - (indice de Bilirrubina -
6,08)/2,17]. Vacas com LFI positivo € indicativo de saude hepatica.

A partir do plasma foram dosados os aminoacidos plasmaticos (plasma
EDTA) no laboratério pertencente ao Departamento de Ciéncias Leiteiras da
Universidade de Wisconsin, em Madison, EUA. As demais analises bioquimicas
supracitadas foram conduzidas no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria
da UFPR e no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel).

Durante os primeiros 60 dias pds-parto foram verificadas as incidéncias
das seguintes enfermidades: cetose clinica e subclinica, retengao de placenta,
hipocalcemia clinica e subclinica, deslocamento de abomaso, mastite clinica e
subclinica e metrites clinicas. Morbidade foi avaliada pela presenca de uma ou
de duas ou mais doengas. Para a verificagdo de cetose subclinica foi
considerada concentragcado de BHB = 1,2 mmol/L, conforme a indicacdo de McArt
et al. (2012). Para a hipocalcemia subclinica foi considerada uma concentragéo
limiar de calcio sérico < 2,0 mmol/L (<8,0 mg/dL), conforme Reinhardt et al.
(2011). Ja para a verificacdo da incidéncia de mastite subclinica foi levado em
consideracgao o valor de CCS acima de 200.000 células/mL como valor referéncia

de acordo com a indicagdo de Sharma et al. (2011).
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3.2.4 Indices reprodutivos e descarte

Os parametros reprodutivos avaliados foram: taxa de prenhez, prenhez
aos 60, 120 e 150 dias (confirmados por ultrassom), dias abertos (numero de
dias entre o parto e a concepgdo ou periodo de servico) e numero de
inseminagdes por concepcao. Além disto, foi avaliado o descarte nos primeiros
60 dias e também o descarte total durante toda a lactacdo. Todos os dados

foram obtidos através de anotagdes advindas do rebanho.

3.2.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental empregado foi o de blocos ao acaso. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
comparados utilizando o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia por
intermédio do procedimento GLM e quando haviam medidas repetidas no tempo,
optou-se pelo procedimento MIXED do programa SAS (2002). Ja para a
avaliacao de incidéncia de doencgas e parametros reprodutivos, os dados foram
avaliados pelo procedimento GLIMMIX do SAS (2002). O modelo matematico

utilizado para a analise de variancia foi:

Yijkim = u + Ai + Pj + APjj + Cijxi + Tm + DTim + DPTijm + €ijkim, onde:

Yikm = Variaveis dependentes ij;

u = média geral dos tratamentos;

Ai = efeito do tratamento com MPR i, i=1...2;

P; = efeito da ordem de pari¢ao k, k=1 para primiparas e 2 para multiparas;

[

APj = efeito da interacao entre a “i” presenga de MPR e a “j” ordem de pari¢ao;

“l” {1t 3

Cij = efeito aleatorio da “I” vaca dentro do “i” tratamento dentro da “j” ordem de
pari¢cao; A estrutura de covariancia utilizada foi a néo estruturada.

Tm = efeito do tempo (dias ou semanas).

DTim = efeito de interacao entre presenca de MPR e tempo;

DPTim = efeito de interacao entre presenga de MPR, ordem de pari¢cao e tempo;

eikm = erro do residuo.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode ser observado na Tabela 4 que, indiferentemente do periodo
avaliado durante o inicio da lactacdo, a producdo de leite ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos avaliados. Nota-se inclusive, que a producéo de
leite média nos primeiros 16 e 30 dias, a qual pode ser reflexo sobretudo do
periodo de transig¢ao, foi similar (P=0,80 e P=0,83, respectivamente) entre os
animais suplementados com MPR e controle. Tais resultados estdao em
consonancia com os achados de Kurdna et al. (2009), que também nao
observaram diferenga significativa entre animais suplementados ou ndo com
MPR.

Em contraponto, Osorio et al. (2013) e Zhou et al. (2016a) encontraram
diferencas significativas na ordem de 12% e 5,5%, respectivamente, na
producao de leite a favor dos animais suplementados com MPR. Tais achados
podem estar respaldados no fato que, nestes trabalhos, foi observado aumento
significativo no consumo de matéria seca (CMS) no periodo pés-parto (2,3 € 2,0
kg de MS, respectivamente).

Todavia, estes resultados n&o s&o um consenso. Por exemplo, Ordway et
al. (2009), avaliando os efeitos de MPR para vacas Holandesas periparturientes,
observaram um menor CMS nos animais tratados, o que implicou em redugao
na producao de leite. Isto também foi constatado em outros trabalhos que
demonstraram que vacas consumindo Smartamine também podem apresentar
menor CMS (SOCHA et al., 2005).

Desta forma, observa-se que o aumento de produc¢ao de leite no inicio de
lactacao sofre grande influéncia do CMS. Infelizmente, no rebanho comercial
onde o presente experimento foi conduzido, a mensuragao do CMS nao era uma
possibilidade.

Patton (2010), através de um trabalho de meta-analise, observou que
vacas Holandesas que receberam MPR produziram menor volume de leite (-0,25
kg/dia). Aparentemente, este aspecto ainda fica mais deletério quando as dietas
sdo baseadas em silagem de milho (-0,47 kg/dia). No entanto, isto ndo se
observou no presente estudo. Pode-se observar inclusive, uma similaridade
muito grande dentro do periodo de suplementagéo (até o 16° dia em leite) e

também quando todas as vacas foram suplementadas (Figura 2).
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Tabela 4. Produgao e composicéo do leite de vacas leiteiras suplementadas com

MPR durante o periodo de transicéo

Parametro (%) Controle Metionina EPM Valor P
Produgéo de leite 16d 33,70 34,10 1,22 0,80
Producéo de leite 30d 39,90 39,60 1,177 0,83
Producao de leite 60d 43,10 42,90 1,14 0,87
Producéo de leite 90d 44,90 44,50 1,18 0,78
Producao de leite 10-40d 42,20 41,80 1,16 0,82
Produ¢ao acumulada 10-40d 1201 1171 33,0 0,51
Producao de leite corrigido para energia 27,20 2790 0,89 047
Gordura (%) 4,07 4,40 0,12 0,07
Proteina (%) 3,38 3,46 0,04 0,20
Lactose (%) 4,43 4,47 0,04 0,48
Caseina (%) 2,65 2,73 0,04 0,19
Gordura (kg/d) 1,41 1,49 0,06 0,50
Proteina (kg/d) 1,20 1,23 0,05 0,65
Lactose (kg/d) 1,49 1,50 0,05 0,99
Caseina (kg/d) 0,97 0,99 0,05 0,74
Relacdo GP1C’ 1,18 1,24 0,03 0,23
Relacao caseina/proteina 0,78 0,79 0,02 0,46
Sdlidos totais (%) 13,36 13,63 0,16 0,26
Nitrogénio ureico (mg/dL) 13,34 13,66 0,52 0,67
Escore linear de células somaticas 3,6 4.1 0,22 0,08
Colostro (% Brix) 25,6 26,4 0,48 0,27

'Relagéo gordura/proteina no primeiro controle.

Com relagdo a composicdo do leite, os teores de gordura tenderam

(P=0,07) a ser mais altos nos animais suplementados com MPR. Os demais

contrastes para sélidos nao obtiveram (P>0,10) resultados significativos. Embora

alguns estudos demonstraram que a MPR néo influencia o teor de gordura do
leite (KUDRNA et al.,, 2009; OSORIO et al., 2013; ZHOU et al., 2016a), os
resultados aqui apresentados se assemelham aos dados publicados com vacas
em periodo de transigdao (SOCHA et al., 2005; MICHELOTTI et al., 2018) e com
vacas no inicio de lactagcao (CHIOGNA JUNIOR et al., 2019).
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Figura 2. Avaliacdo da curva de lactagao nos primeiros 90 dias de lactagdo em
vacas suplementadas com MPR durante o periodo de transicio.

Resumidamente, ha duas justificativas principais para o aumento do teor
de gordura do leite em vacas periparturientes suplementadas com MPR:
primeiro, aumentando a quantidade de precursores de VLDL, os quais tém
producao limitada neste periodo, e isto aumenta a exportagéo de triglicerideos
para a glandula mamaria, onde serdo incorporados a gordura do leite; ou
também a metionina pode participar como doador de grupo metil, que a partir de
reacdes de transmetilagcdo, pode também contribuir para a sintese de novo dos
acidos graxos, proporcionando um aumento no teor de gordura (SAMUELSON
et al., 2001).

No entanto, aparentemente, a primeira teoria consiga somente ser
aplicada quando ha deficiéncia destes precursores no organismo animal. Como
justificativa para isto, estudos recentes demonstram que a metionina tem efeito
minimo sobre o lipidoma do VLDL em células hepaticas bovinas (CHANDLER e
WHITE, 2017). De fato, Osorio et al. (2013) n&do evidenciaram diferencas
significativas quando mensuraram VLDL e nivel de triglicerideo hepatico, embora
o teor de gordura também nao tenha sido influenciado.

A segunda teoria pode ter uma abrangéncia maior, uma vez que a

auséncia de metionina (bem como de outros aminoacidos essenciais, a exemplo



63

de fenilalanina e leucina) tem influéncia negativa na sintese de novo dos acidos
graxos na glandula mamaria (TEIXEIRA et al., 2019). Estes autores ainda
encontraram que a auséncia de tais aminoacidos tem relagdo com a diminui¢céo
da ativagdo do mTOR (mechanistic target of rapamycin), um gene que esta
relacionado com a sintese de novo de gordura e tem diversas fungdes no
organismo animal, sendo muito estudada na sintese proteica (SAXTON e
SABATINI, 2017).

Todavia, ndo foram observadas diferengas entre os tratamentos para
proteina (P=0,20), caseina (P=0,19) e relagao caseina/proteina (P=0,46). De
certa forma, mesmo com o aumento numérico apresentado, os dados chamam
a atencdo, uma vez que a resposta mais frequente observada na literatura é
justamente o aumento, principalmente da proteina do leite (ZANTON et al.,
2014). Diversos estudos apontam aumento no teor de proteina do leite com o
uso de MPR (e.g., SOCHA et al., 2005; PREYNAT et al., 2009; KAUFMAN et al.,
2019) principalmente pelo fato que a metionina € o primeiro aminoacido limitante
para producao de proteina no leite em vacas de alta producéo.

Por outro lado, Kurdna et al. (2009) também nao evidenciaram diferengas
significativas para proteina. Tais autores atribuem que o nivel de proteina na
dieta poderia ser uma justificativa. Socha et al. (2005) também indicaram que a
melhor resposta de MPR foi em animais alimentados com dietas mais proteicas
(18,5% vs. 16,0%). Tamura et al. (2019) também reforcaram este ponto, pois
avaliando dietas com baixo teor de proteina bruta na dieta (14,5%), mesmo nao
alterando o nivel de metionina metabolizavel, ndo se observou diferenca em
producao de proteina do leite.

Ademais, Ledo et al. (2017) em abordagem meta-analitica, realizou a
comparagao de 32 estudos publicados avaliando dietas controle e com MPR, e
observaram que a maior resposta acaba sendo observada em dietas que
contenham justamente mais que 16% de proteina bruta. No entanto, na
avaliacdo do presente estudo, aparentemente esta ndo € uma justificativa
plausivel pois o nivel proteico da dieta é maior que 16% (17,4% PB).

A duracdo de suplementacdo também é um fator importante. Para
exemplificar tal fato, Leao et al. (2017) observaram que a maior resposta em g/d
em proteina do leite estd em suplementagédo acima de 60 dias (54 vs. 19 g/d).

Tal ponto pode ser um dos fatores que podem justificar a auséncia de efeitos no
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presente trabalho pois a suplementacdo média foi de 38 dias (22 dias no pré-
parto e 16 dias no pos-parto).

Ademais, os tratamentos foram similares para lactose (P=0,99), relacédo
gordura/proteina (P=0,23), sélidos totais (P=0,26) e nitrogénio ureico (P=0,67).
Por outro lado, o escore linear de células somaticas tendeu (P=0,08) a ser maior
para os animais tratados com MPR.

Os valores de brix do colostro (P=0,27) foram similares entre os
tratamentos. A avaliagcao deste parametro foi importante para verificar, de forma
indireta, a qualidade do colostro em termos de IgG (QUINGLEY et al., 2013), e
pelos resultados apresentados, ambos os colostros (Controle e MPR) sao
classificados como colostro de alta qualidade (Brix > 22%). Ha indicios que a
MPR tenha efeitos positivos sobre as bezerras de animais suplementados
durante o periodo de transicdo, principalmente reduzindo indicadores de
estresse e levando a um aumento na maturagdo da gliconeogénese e da
oxidagdo de acidos graxos, o que garante uma melhor adaptacdo a vida
extrauterina (JACOMETO et al.,, 2017), como também melhorando a
transferéncia de imunidade passiva (SUGIMOTO et al., 2019). Porém tais efeitos
nao foram mensurados no presente estudo.

Na avaliagdo do ECC e peso (Tabela 5), tanto no pré como no pés-parto,
as médias ajustadas foram similares entre os tratamentos (P>0,05). Com relacéo
ao peso dos animais, Osorio et al. (2013) também n&o observaram diferengas
tanto no pré-parto, quanto no pés-parto.

Todavia, na avaliagdo do ECC por Osorio et al. (2013), embora no pré-
parto nao tenha sido observada diferenga significativa, no pos-parto os autores
observaram uma tendéncia de menor ECC para as vacas suplementadas com
MPR, provavelmente associada com a maior produgcdo de leite das vacas
tratadas. Por outro lado, o presente trabalho esta em consonancia aos outros
trabalhos que ndo observaram diferengas para estes parametros (SOCHA et al.,
2005; ORDWAY et al., 2009).



65

Tabela 5. Avaliacdo do peso e condigdo corporal de vacas leiteiras
suplementadas com MPR durante o periodo de transicao

Parametro Controle Metionina EPM Valor P
ECC pré-parto 3,44 3,40 0,02 0,27
ECC pds-parto 2,97 2,96 0,03 0,81
A ECC -0,47 -0,43 0,02 0,33
Peso pré-parto (kg) 683 677 7,82 0,59
Peso pos-parto (kg) 640 635 7,51 0,66
A Peso (kg) -44.2 -41,0 2,56 0,36
pH urina pré-parto 5,90 5,89 0,07 0,89

A variacao de escore também foi similar aos resultados reportados por
Osorio et al. (2013). Contudo, os autores observaram maiores perdas de peso
(102,9 kg no grupo Controle vs. 120,9 kg no grupo MPR) do que o presente
trabalho. Finalmente ndao foram observadas diferencas (P=0,89) no pH urinario
no pré-parto, mostrando que em ambos os lotes a adogao de dietas acidogénicas
teve sucesso.

Avaliando os parametros metabdlicos (Tabela 6), ndo se observaram
diferencas (P>0,05) entre os tratamentos, avaliando a média dos cinco pontos
de coleta. Avaliando os valores médios de alguns metabdlitos, tais como as
adequadas concentragdes de colesterol, as modestas concentragdes de AGNE
e BHB e os satisfatérios valores de IFH (indice de Funcionalidade Hepatica) e
relacdo AGNE: colesterol, conclui-se que independente dos tratamentos, as
vacas experimentais apresentavam adequadas condi¢des clinicas e boa saude
hepatica.

Ademais, na avaliacdo de cada ponto dos parametros de enzimas
hepaticas (Figura 3), metabolismo energético (Figura 4), metabolismo proteico
(Figura 5) e calcio e bilirrubina (Figura 6), foi possivel observar as seguintes
respostas desejaveis; menores valores de AST e maiores de calcio no dia do
parto e maiores valores de albumina no dia +14 para o grupo suplementado com
MPR.
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Tabela 6. Analise de metabdlitos de vacas leiteiras suplementadas com MPR

durante o periodo de transi¢ao

Parametro Controle Metionina EPM Valor P
ALT (U/L) 15,25 14,99 0,47 0,69
AST (U/L) 83,70 74,90 4,17 0,14
Paraoxonase (U/mL) 102,5 104,1 1,96 0,55
Triglicerideos (mg/dL) 11,52 11,59 0,27 0,86
Colesterol (mg/dL) 73,73 75,76 1,85 0,44
Glicose (mg/dL) 64,70 64,58 1,10 0,93
AGNE (mmol/L) 0,75 0,73 0,03 0,72
BHB (mmol/L) 0,46 0,44 0,01 0,42
Proteina (g/dL) 6,96 6,99 0,18 0,91
Albumina (g/dL) 3,25 3,29 0,02 0,33
Globulina (g/dL) 3,51 3,54 0,06 0,78
Ureia (mg/dL) 29,07 30,05 0,66 0,29
Calcio (mg/dL) 8,15 8,19 0,04 0,51
Bilirrubina total (mg/dL) 0,20 0,19 0,01 0,81
IFH* 2,89 3,06 0,53 0,82
AGNE/Colesterol 0,05 0,04 0,005 0,87

* |FH = indice de Funcionalidade Hepatica
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Figura 3. Avaliagdo de enzimas hepaticas de vacas suplementadas com MPR
durante o periodo de transigao.
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Figura 4. Avaliacao de metabdlitos energéticos de vacas suplementadas com MPR durante

o periodo de transicéo
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Figura 6. Avaliagcado de calcio total e bilirrubina de vacas suplementadas com MPR
durante o periodo de transigao.

Na avaliacdo das enzimas hepaticas, os animais do grupo controle tenderam
(P=0,08) a apresentar maiores concentracdes de AST no dia do parto, comparado
com os animais recebendo MPR. Tais achados sao interessantes, pois sugere que a
MPR proporcionou uma maior prote¢cao ao figado, uma vez que valores mais altos de
AST séo indicativos de lesao hepatica, pois quando ha lesdo no figado essa enzima
€ liberada na corrente sanguinea (COZZI et al., 2011).

Por outro lado, para AST nos 5 diferentes momentos de coleta, nao foi
observada diferenga significativa (P=0,14), o que corrobora com outros estudos
(OSORIO et al.,, 2014; ZHOU et al., 2016b). Ademais, ALT e paraoxonase

apresentaram similaridade entre os tratamentos, o que também ja foi observado em
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estudos prévios (OSORIO et al., 2014a). Para paraoxonase, por se tratar de uma
enzima hepatica que reduz a sua concentragdo em casos de alta atividade inflamatéria
(BIONAZ et al., 2007), esperava-se que houvesse redugao deste parametro no grupo
controle, conforme ja demonstrado por outros trabalhos (ZHOU et al., 2016b).
Todavia, isto ndo ocorreu no presente estudo.

Do ponto de vista do metabolismo energético (Figura 4), também nao foram
observadas diferengas entre os tratamentos. Com a suplementacédo de MPR, de
acordo com a literatura disponivel, ndo se altera os parametros glicose (ZHOU et al.,
2016; BATISTEL et al., 2017), colesterol (OSORIO et al., 2014; ZHOU et al., 2016),
BHB (OSORIO et al. 2013; ZHOU et al., 2016; BATISTEL et al., 2017) e triglicerideos
séricos (OSORIO et al., 2013).

Contudo, para AGNE, mesmo existindo estudos que nao observaram impacto
da suplementacédo de MPR sobre o parametro (OSORIO et al. 2013; ZHOU et al.,
2016), um estudo conduzido pela Universidade de lllinois, EUA (BATISTEL et al.,
2017), encontrou uma tendéncia de menores concentragdes de AGNE para vacas
suplementadas com MPR. Além disto, Sun et al. (2016), encontraram menores valores
de AGNE e BHB e maiores valores de glicose para animais tratados com MPR, o que
conferem um melhor balango energético aos animais. A justificativa para as melhorias
observadas seria uma suposta melhor eficiéncia de oxidagdo completa dos AGNE.

Para explicar tal fato, uma das possiveis explicagcdes advém do entendimento
do metabolismo inter-relacionado da metionina com a colina (PINOTTI et al., 2002). A
suplementacao de metionina, via de regra, por se tratar de um doador de grupo metil
favorece a formagéo de colina, que, por conseguinte, pode atuar modulando genes
especificos (e.g., Fatty Acid Transport Protein 5; FATPS5) ou aumentando a
disponibilidade de carnitina, os quais sdo fundamentais para o aumento da 3-oxidagao
(SUN et al.,, 2016). Ademais, o aumento da oxidacdo pode estar veiculado com
mecanismos epigenéticos, proporcionando a proliferacdo de peroxissomos (PPARa),
0S quais sao organelas responsaveis por oxidar acidos graxos de cadeia longa
(OSORIO et al., 2014b). Todavia, estes mecanismos ainda ndo s&o consenso e
devem ser melhor elucidados.

O metabolismo proteico, por sua vez, foi similar entre os tratamentos, com
excegao da albumina no dia +14, a qual tendeu a ser maior (P=0,06) para o grupo
suplementado com MPR. A albumina geralmente tem um comportamento mais estavel

ao longo do periodo de transicao (PICCIONE et al.,, 2011) e sua concentragao é
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afetada pelo funcionamento hepatico, sobretudo na presenga de condigao
inflamatdria, uma vez que ha redugao de albumina em detrimento ao aumento de
proteinas pro-inflamatérias (TENNANT e CENTER, 2008). Sendo assim,
corroborando os achados supracitados com os valores de AST, permite-se sugerir
que, mesmo que de forma modesta, a MPR pode melhorar a saude hepatica dos
animais.

Avaliando proteinas totais, globulina e ureia, pode-se observar que os
resultados encontrados se assemelham aos resultados observados em literatura
(OSORIO et al., 2014; SUN et al., 2016; BATISTEL et al.,, 2017). Somente uma
ressalva; Sun et al. (2016) observaram que animais que receberam MPR obtiveram
menores valores de ureia e maiores da proteina do leite, o que implicaria em melhoria
na eficiéncia do uso do nitrogénio. Todavia, o cenario observado no presente estudo
diverge destas consideragdes.

Calcio e bilirrubina, por sua vez, também foram semelhantes entre os
tratamentos, com excegao do calcio no momento do parto, o qual tendeu (P=0,08) a
ser maior para o grupo suplementado com MPR. O aumento no calcio foi um achado
interessante, uma vez que as dietas de pré-parto eram devidamente acidogénicas
como pode ser observado na Tabela 5, pois o pH urinario estava dentro dos valores
de referéncia (OETZEL, 2013) para ambos os grupos experimentais.

Com relacdo aos indices avaliados, nota-se que para o Iindice de
Funcionalidade Hepatica (IFH) ndo houve diferencas entre os tratamentos. Uma das
justificativas plausiveis seria que os animais no presente estudo, tanto MPR e
controle, s&o classificadas como animais de alto LFI (LFI>1,65) de acordo com a
classificagdo de Zhou et al. (2016b). Outra explicacédo para a nao diferenga entre
animais suplementados e controle € que a partir do 16° dia todos os animais
experimentais passaram a receber MPR e na formula de estimativa do LFI, as
concentracdes dos metabdlitos albumina, bilirrubina e colesterol no 30° dia de lactagao
s&o consideradas.

A relagdo AGNE: Colesterol tem sido sugerida como um indice para a avaliagao
da funcao do figado e um indicador de esteatose hepatica. Os valores encontrados no
presente trabalho, para ambos os grupos experimentais, sdo menores que o limiar
sugerido por Anderson e Rings (2009), que indicam que vacas recém-paridas tém
maior risco de apresentarem doencas no pés-parto quando este indicador for maior
que =0,3.
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Em consonancia, quando avaliado os niveis de BHB no pos-parto através de
tiras de 3-cetonas, também nao se observou diferenca significativa entre os grupos
experimentais (Tabela 7). Tais resultados, conforme supracitado, estdo em
concordancia com a literatura disponivel (OSORIO et al. 2013; ZHOU et al., 2016;
BATISTEL et al., 2017).

Tabela 7. Avaliacdo do BHB em fitas durante o periodo pds-parto de vacas leiteiras
suplementadas ou ndo com MPR no periodo de transicao

Parametro (mmol/L) Controle Metionina EPM Valor P
BHB dia +4 0,77 0,87 0,05 0,22
BHB dia +7 0,69 0,65 0,04 0,50
BHB dia +12 0,61 0,63 0,05 0,81

Na avaliagdo de doengas metabdlicas, clinicas e subclinicas, as incidéncias
foram similares (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 8). Em concordancia com o
presente estudo, Osorio et al. (2013) também ndo observaram diferencas
significativas para as principais doengas metabdlicas. Ademais, em comparagdo com
Skenandore et al. (2017), observou-se maiores incidéncias, no presente trabalho, de
retencao de placenta, deslocamento de abomaso e mastite, e menores de cetose para
os animais suplementados com MPR.

Porém, quando foi avaliado o descarte, nota-se que o grupo suplementado com
MPR apresentou menor taxa de descarte (2,41 vs. 12,05%) nos primeiros 60 dias
(P=0,03) e tendeu a ter um maior numero de dias (227 vs. 155 dias) para ser
descartado (P=0,08). Além disto, quando se avalia a distribuicdo do descarte destes
animais, observa-se que ocorrem majoritariamente nos primeiros 150 dias em leite
para os animais controle e mais tardiamente para os animais suplementados com
MPR (Figura 7). Com isto, pode-se especular que, a MPR de certa forma pode gerar
condigdes para o animal superar as enfermidades. Notadamente, embora seja no
campo especulativo uma vez que nao foram mensurados parametros de status
imunitario no presente estudo, possivelmente estes efeitos de menor descarte podem
estar veiculados com os efeitos ja discutidos da metionina sobre os componentes do
sistema imune do animal. Aumentos no CMS e na producao de enzimas antioxidantes
podem ser os principais responsaveis pelo aumento na atividade de células do
sistema imune, sobretudo neutréfilos (OSORIO et al., 2013; OSORIO et al., 2014a).
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Tabela 8. Avaliacido de doencas e descarte de vacas leiteiras suplementadas com
MPR durante o periodo de transigao

Parametro (%) Controle Metionina EPM Valor P
Mastite clinica 6,02 (n=5/83) 9,63 (n=8/83) 0,03 0,39
Mastite subclinica 6,02 (n=5/83) 10,84 (n=9/83) 0,03 0,27
Hipocalcemia clinica 3,61 (n=3/83) 0,00 (n=0/83) 0,02 0,97
Hipocalcemia subclinica 40,96 (n=34/83) 34,94 (n=29/83) 0,05 0,42
Deslocamento de abomaso 3,61 (n=3/83) 3,61 (n=3/83) 0,03 1,00
Cetose clinica 1,20 (n=1/83) 2,40 (n=2/83) 0,01 0,56
Cetose subclinica 7,23 (n=6/83) 10,84 (n=9/83) 0,03 0,42
Metrite 3,61 (n=3/83) 4,82 (n=4/83) 0,02 0,70
Pneumonia 1,20 (n=1/83) 3,61 (n=3/83) 0,02 0,33
Retencao de placenta 7,23 (n=6/83) 7,23 (n=6/83) 0,07 1,00
Morbidade 50,60 (n=42/83) 49,40 (41/83) 0,05 0,87
Descarte total 30,12 (n=25/83) 31,71 (n=26/82) 0,05 0,82
Descarte 60 dias 12,05 (n=10/83) 2,41 (n=2/83) 0,02 0,03
Dias até o descarte 155 227 33,4 0,08
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Figura 7. Avaliacdo do descarte ao longo da lactagdo de vacas suplementadas com
MPR durante o periodo de transicao.

Ademais, avaliando o desempenho reprodutivo, ndo se observou diferenga
significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 9) e também avaliando a
prenhez em curva de sobrevivéncia (Figura 8).

O impacto da suplementacdo de metionina em variaveis reprodutivas tem

demonstrado resultados interessantes em literatura. A exemplo, Skenandore et al.
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(2017), avaliando vacas tratadas com MPR, colina protegida ou com ambos, notaram
que mesmo tendo escore de cheiro no Metricheck® no dia 7 pds-parto, o que pode
estar relacionado com uma carga bacteriana de T. pyogenes, as vacas suplementadas
com MPR conseguiram se reestabelecer e normalizar este pardmetro no dia 30, ou
seja, conseguiram superar o desafio microbiolégico.

Uma possivel justificativa seria a melhoria da imunidade uterina. Stella et al.
(2018) observaram um aumento de glandulas epiteliais € um aumento de infiltragéo
de neutrofilos em vacas que receberam MPR, o que por consequéncia poderia
influenciar positivamente tanto na prenhez como também na reducao de incidéncia de
doengas uterinas, sugerindo melhor imunidade uterina.

Além disto, a MPR pode reduzir perda de prenhez em multiparas,
principalmente aumentando o tamanho do embrido (TOLEDO et al., 2017). Outro
ponto seria que a MPR pode também aumentar a concentragao de lipideos no embriao
(ACOSTA et al.,, 2016), o que consequentemente pode garantir um melhor
desenvolvimento inicial do embrido, uma vez que tais lipideos podem ser usados
como fonte energética.

Com a somatéria dos efeitos supracitados, espera-se que a suplementacao
com MPR aumente a taxa de prenhez e diminua os dias abertos e o numero de
inseminagdes por prenhez, conforme demonstrado por Ardalan et al. (2010). No
entanto, diferentemente dos achados desses autores, o presente trabalho demonstrou
baixa incidéncia de doencgas para ambos os tratamentos, além de todos os animais
receberem metionina apdés 16 DEL e com isto justifica-se a auséncia de efeitos da
MPR sobre os parametros reprodutivos.

Tabela 9. Avaliacdo de parametros reprodutivos de vacas leiteiras suplementadas
com MPR durante o periodo de transigéo.

Parametro Controle Metionina EPM Valor P
Prenhez (%) 69,9 (n=58/83) 71,1 (n=59/83) 0,05 0,86
Prenhez 60 dias (%) 18,1 (n=15/83) 18,1 (n=15/83) 0,04 1,00
Prenhez 120 dias (%) 44,6 (n=37/83) 47,0 (n=39/83) 0,05 0,75
Prenhez 150 dias (%) 60,2 (n=50/83) 54,2 (n=45/83) 0,05 0,43
Dias abertos 101 103 5,42 0,76

Numero de inseminagdes 2,16 2,06 0,16 0,66
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Figura 8. Avaliagdo da prenhez ao longo da lactagdo de vacas suplementadas com
MPR durante o periodo de transic&o.

Ademais, avaliando o nivel de aminoacidos (AA) no plasma no dia +14, ndo se
observou diferencga significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 10),
com excegdao da metionina plasmatica, a qual apresentou maior (P=0,05)
concentragdo no grupo suplementado com MPR, indicando, assim, a efetividade da
suplementagao do aminoacido durante a alimentacao.

Notadamente, quando é préximo ao parto, nota-se que ha uma deficiéncia no
perfil de aminoacidos das vacas leiteiras. Isto se deve, basicamente, a trés fatores: (1)
aumento na produgdo de proteinas de fase aguda positivas (e.g., haptoglobina)
induzidas pelo aumento do carater inflamatério do periodo; (2) aumento da
mobilizagdo de proteina muscular para gliconeogénese; (3) captagao limitada de
outros aminoacidos e aumento de excrecdo nitrogenada devido a caréncia de
metionina (ZHOU et al., 2017).

Vale ressaltar que a metionina advinda da degradacao de tecido muscular,
conforme salientado por O'Connor et al. (1993), é baixa comparativamente ao que é
necessario para o leite (i.e., o musculo fornece 2,0 g/100g de proteina, enquanto que
o leite necessita cerca de 2,71 g/100g de proteina). Com isso, uma disponibilidade
inadequada de metionina pode gerar uma limitagdo do uso de outros aminoacidos.

Em um estudo realizado por Zhou et al. (2017), animais suplementados com

MPR obtiveram um melhor perfil de AA plasmaticos, sendo que no dia +14 relativos
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ao parto, houve aumento de metionina, arginina e lisina, 0 que nao ocorreu no

presente estudo.

Tabela 10. Avaliagdo de aminoacidos no plasma no dia +14 de vacas leiteiras
suplementadas com MPR durante o periodo de transi¢cao

AA (umol/L) Controle Metionina EPM Valor P
Alanina 234,75 232,81 11,77 0,90
Arginina 79,90 77,94 3,10 0,65
Aspartato 0,88 0,81 0,23 0,81
Fenilalanina 49,84 51,91 1,95 0,45
Glutamato 30,49 29,54 1,05 0,51
Glutamina 303,37 315,42 12,17 0,47
Glicina 385,43 369,91 14,53 0,44
Histidina 57,17 55,78 2,08 0,63
Isoleucina 152,46 138,03 6,41 0,11
Leucina 147,91 136,28 6,65 0,21
Lisina 80,43 75,32 4,74 0,44
Metionina 17,56 19,99 0,90 0,05
Prolina 66,98 65,07 2,66 0,61
Serina 100,35 108,03 3,99 0,16
Treonina 51,78 50,03 2,67 0,64
Triptofano 49,28 47,38 1,72 0,42
Tirosina 60,71 62,13 2,82 0,72
Valina 200,32 175,40 10,17 0,08

Além disso, os valores médios de metionina plasmatica foram superiores no
trabalho de Zhou et al. (2017) comparativamente ao presente estudo, o que pode levar
a conclusao de que pode ocorrer alguma limitagdo da eficiéncia de uso de outros
aminoacidos.

Isto pode ser reforgado quando € avaliado lisina e metionina plasmatica (Figura
9). Nota-se que para metionina, os valores foram maiores (P=0,03) para o grupo
suplementado com MPR durante todo o periodo de suplementagdo. Todavia, ndo se

observou diferenga para lisina plasmatica entre os tratamentos (P=0,47).
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Figura 9. Avaliacdo da concentracdo de metionina plasmatica de vacas
suplementadas com MPR durante o periodo de transicao.

Embora, para lisina ndo se tenha observado diferengca no comportamento, a
resposta em metionina parece estar de acordo com a literatura mais recente (ZHOU
et al., 2017), que demonstra que animais suplementados aumentaram ndo somente a
concentracdo de metionina, mas também todos os compostos sulfurados que sao

derivados do aminoacido, o que é um indicativo do aumento da transulfuragao.

3.4CONCLUSOES

A suplementacdo de metionina protegida ruminalmente apresentou efeitos
positivos, principalmente com o incremento no teor de gordura do leite e a redugao no
descarte nos primeiros 60d, além da suplementacédo se mostrar efetiva, uma vez que

os niveis de metionina plasmaticas foram superiores para o grupo suplementado com
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MPR. Todavia, observa-se que, para os outros parametros avaliados, os resultados

apresentados, em linhas gerais, foram similares entre os tratamentos.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao finalizar o trabalho de pesquisa, pode-se tirar como conclusdo a alta
complexidade do organismo animal, sobretudo das vacas leiteiras no periodo de
transicao. A biologia destes animais possui muitas nuances e certamente ainda pouco
ainda é conhecido perante a vastidao de detalhes que distinguem uma vaca que
possui alta produtividade e saude no inicio da lactagao para outra que nao possui.

A metionina, por mais que seja amplamente estudada e diversos estudos
executados, ainda é um tépico que merece a atencdo e que deve ser ainda mais
estudado, pois aparentemente suas fungdes podem variar com o status metabdlico e

nivel produtivo do animal.
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