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RESUMO

A metionina € um aminoacido limitante das vacas leiteiras, e a suplementacéo na dieta
pode favorecer a produgao, a composigao do leite. O objetivo do estudo do capitulo Il
foi avaliar os efeitos de dois produtos de metionina protegida no rumen (MPR) na
producao, composi¢ao do leite e nos parametros sanguineos de vacas Holandesas.
Um total de 233 multiparas e 45 primiparas (185 + 129 DEL) produzindo 42,0 + 10,4
kg/d foram utilizadas em um rebanho comercial. As vacas foram blocadas por parto,
producdo de leite e DEL, e distribuidas aleatoriamente em 1 dos 3 tratamentos,
totalizando 120 vacas suplementadas com MET_pH (Smartamine ®; Adisseo Inc.,
Franga), 116 vacas MET _etil (Mepron®; Evonik Industrias, Alemanha) e 42 vacas
controle (CT). Em delineamento de blocos casualizados, o tratamento consistiu na
suplementacao diaria de 15 g de MPR (MET_pH ou MET _etil ) misturado com 85 g de
fuba, enquanto os animais CT receberam uma quantidade equivalente de fuba,
durante 30 dias. Nao houve diferenga na producao de leite (40,54 vs 39,91 kg/d;
p=0,62) entre os tratamentos MPR, mas ambos os grupos de vacas tratadas com MPR
apresentaram maior producgao de leite (40,23 vs. 37,75 kg/d; p<0,01) do que o CT. Em
relacdo a composicdo do leite entre vacas tratadas com SM e MP, ndo foram
detectadas diferengas (p>0,05) para todos os componentes. No entanto, comparando
MET_pH e MET etil vs. CT, os tratamentos MPR aumentaram o rendimento de
gordura, proteina, caseina, lactose e de solidos totais do leite. Vacas suplementadas
com MPR também apresentaram maior teor de proteina do leite, teor de caseina e
teor de solidos totais do que o CT. E nos metabdlitos sanguineos, as vacas MET _etil
apresentaram maior proteina total e glicose, e ureia, em relagéo ao grupo MET_pH e
CT. O capitulo Il avaliou o efeito da suplementagdao de MP (Mepron®; Evonik
Industrias, Alemanha) no pré-parto na produgéo e composic¢éo do leite, peso corporal
(PC), escore de condicao corporal (ECC), B-hidroxibutirato (BHB) e glicose no inicio
da lactagdo. Um total de 214 animais Holandeses no pré-parto de um rebanho
comercial, foram blocados por paridade (84 novilhas, 76 primiparas e 54 multiparas),
data prevista de parto e producdo de leite na lactagao anterior. O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados, e o tratamento consistiu na suplementacao
diaria de 15 g de MP, misturado com 85 g de milho gr&do moido fornecido fop-dressed,
enquanto que os animais do grupo CT receberam 100 g de fuba de milho, durante
26,1 + 3,2 dias até o momento do parto. Ambos os grupos receberam 9,8 g de MP no
pos-parto. O PC e o ECC néo foram afetados (p>0,05) pela suplementagédo no pré-
parto. Vacas suplementadas com MP antes do parto também nao apresentaram
diferengas nas concentragdes sanguineas de BHB e glicose em relagdo aos animais
CT. Foi encontrada diferenca para producédo de leite de 1 a 30 DEL entre os
tratamentos (39,03 vs. 41,11 kg/d), respectivamente para MP e CT; com interagéo
(p<0,01) entre tratamento e parto. Nao foram detectadas diferengas na producao de
leite para novilhas (31,18 vs. 33,15 kg/d; p=0,13) e para multiparas (46,22 vs. 43,88
kg/d; p=0,57), mas foram encontradas para primiparas (39,69 vs. 46,30 kg/d; p<0,01).
Os animais suplementados no pré-parto apresentaram maior teor de proteina e
caseina no leite, e menor nitrogénio ureico no leite. Conclui-se que a suplementacao
de MPR no capitulo Il, favoreceu a producéo de leite e a maioria dos componentes do
leite, mas sem diferengca entre as metioninas, porém algumas diferengas nos
resultados dos metabdlitos sanguineos. E no capitulo Ill, a MP suplementada no
periodo pré-parto aumentou os teores de proteina do leite e caseina, mas
inesperadamente com diminuicdo da producao de leite para primiparas.

Palavras-chave: aminoacido, proteina no leite, grupo metil



ABSTRACT

Methionine is the limiting amino acid for dairy cows, and dietary supplementation can
favor milk production and composition. The objective of the study in Chapter Il was to
evaluate the effects of two rumen-protected methionine (RPM) products on milk
production, composition, and blood parameters in Holstein cows. A total of 233
multiparous and 45 primiparous (185 £ 129 DIM) cows producing 42.0 £ 10.4 kg/d were
used in a commercial herd. Cows were blocked by calving, milk production, and DIM
and randomly assigned to one of three treatments, totaling 120 cows supplemented
with MET_pH (Smartamine®; Adisseo Inc., France), 116 cows with MET _ethyl
(Mepron®; Evonik Industries, Germany), and 42 control cows (CT). In a randomized
block design, the treatment consisted of daily supplementation of 15 g of RPM
(MET_pH or MET _ethyl) mixed with 85 g of cornmeal, while CT animals received an
equivalent amount of cornmeal for 30 days. There was no difference in milk production
(40.54 vs 39.91 kg/d; p=0.62) between the RPM treatments, but both groups of cows
treated with RPM showed higher milk production (40.23 vs. 37.75 kg/d; p<0.01) than
the CT. Regarding milk composition between cows treated with MET _pH and
MET _ethyl, no differences (p>0.05) were detected for all components. However,
comparing MET_pH and MET _ethyl vs. CT, the RPM treatments increased fat, protein,
casein, lactose, and total milk solids yield. Cows supplemented with RPM also had
higher milk protein, casein, and total solids content than the CT. And in blood
metabolites, MET _ethyl-treated cows showed higher total protein and glucose and
lower urea compared to the MET_pH group and CT. Chapter Ill evaluated the effect of
prepartum MP (Mepron®; Evonik Industries, Germany) supplementation on milk
production, composition, body weight (BW), body condition score (BCS), B-
hydroxybutyrate (BHB), and glucose at the onset of lactation. A total of 214 Holstein
animals in the prepartum period from a commercial herd were blocked by parity (84
heifers, 76 primiparous, and 54 multiparous), expected calving date, and milk
production in the previous lactation. The experimental design was a randomized block,
and the treatment consisted of daily supplementation of 15 g of MP mixed with 85 g of
ground cornmeal top-dressed, while CT group animals received 100 g of ground
cornmeal for 26.1 + 3.2 days until calving. Both groups received 9.8 g of MP
postpartum. BW and BCS were not affected (p>0.05) by prepartum supplementation.
Cows supplemented with MP prepartum also showed no differences in blood
concentrations of BHB and glucose compared to CT animals. A difference in milk
production from 1 to 30 DIM was found between treatments (39.03 vs. 41.11 kg/d),
respectively for MP and CT; with an interaction (p<0.01) between treatment and
calving. No differences in milk production were detected for heifers (31.18 vs. 33.15
kg/d; p=0.13) and multiparous cows (46.22 vs. 43.88 kg/d; p=0.57), but were found for
primiparous cows (39.69 vs. 46.30 kg/d; p<0.01). Prepartum supplemented animals
had higher milk protein and casein content and lower milk urea nitrogen. It is concluded
that RPM supplementation in Chapter Il favored milk production and most milk
components, but without difference between methionines, however some differences
in blood metabolites results. And in Chapter lll, prepartum supplemented MP increased
milk protein and casein content, but unexpectedly decreased milk production for
primiparous cows.

Keywords: amino acid, milk protein, methyl group
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1 CAPITULO I. CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos a atividade leiteira cresceu fortemente no Brasil, segundo a
Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentacao e Agricultura (FAO), o pais esta na
sexta posigao no ranking dos paises de maior produgao de leite (FAO, 2022). Além disso, o
Anuario do Leite (2023), apresentado por Embrapa Gado de Leite, relata que a produtividade
média do rebanho nacional € mais de trés vezes superior a registrada a anos atras, devido
a intensificagcéo dos sistemas de produgéao e adigao de tecnologias.

Simultaneamente com o desenvolvimento do setor, houve o investimento em ganho
genético, que promoveu maior produtividade dos animais. E as principais caracteristicas
selecionadas para bovinos leiteiros sao caracteristicas produtivas; produgdo e composicao
do leite. Entretanto, animais de alto desempenho genético sdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento de enfermidades e apresentam maiores exigéncias de nutrientes para
manter a eficiéncia produtiva (SILVA et al., 2014).

Da mesma forma, a nutricdo animal também acompanhou a evolucédo da pecuaria
leiteira, desenvolvendo dietas mais assertivas com nutrientes que atendam as necessidades
dos animais e oferecam maior aporte aos desafios da lactacdo. A suplementacdo de
aminoacidos essenciais como a metionina protegida ruminalmente (MPR), possui grande
relevancia nesta evolugdo, mostrando melhora no desempenho das vacas lactantes
(OSORIO et al., 2013). Alguns estudos revelam que esse aminoacido promove além do
aumento na produgao e nos componentes do leite, também incremento na imunidade.

Justificado pelo maior aporte de aminoacidos no sangue, formacao de lipoproteinas e
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intensificagdo de rotas metabdlicas devido a producdo de S-adesonilmetionina (SAM)
(ORDWAY et al., 2009; OSORIO et al., 2013).

Com isso, a suplementagdo de metionina tanto em vacas em lactagdo, quanto em
vacas no periodo de transicdo, pode promover ganhos em saude e no metabolismo
envolvido em processos antioxidantes e na mobilizacdo de proteina e gordura. Tais agdes
podem refletir no desempenho dos animais durante toda a lactagao.

Assim, a presente revisao bibliografica possui o objetivo de avaliar o funcionamento
do aminoacido metionina na dieta de vacas leiteiras e sua relagcdo com o metabolismo e o

desempenho animal.

1.2 DESENVOLVIMENTO

1.2.1 Metabolismo da proteina e dos aminoacidos

As proteinas sdao macromoléculas, compostas por polimeros de aminoacidos, os
quais realizam diversas funcdes no metabolismo do animal, como por exemplo: sintese de
proteinas, lipideos e nucleotideos, funcbes enzimaticas, hormonais, entre outras
funcionalidades relacionadas a homeostase e o desempenho produtivo (LEHNINGER et al.,
1999). Para realizar essas fungdes com eficiéncia, as concentragbes de proteina e
aminoacidos absorvidos devem ser adequadas, por isso € necessario compreender o
metabolismo desses nutrientes.

Na nutricdo de ruminantes, a proteina dietética € composta por duas fragdes; a
fracdo de proteina degradavel no ramen (PDR) e a fracdo n&o degradavel no ramen (PNDR).
A fragdo PDR sofre agcdo da microbiota ruminal, utilizando os peptideos, aminoacidos e

amonia da estrutura para multiplicacéo celular e producéo de proteina microbiana. Enquanto
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que a proteina ndo degradavel no rumen (PNDR) é degradada no abomaso e seus
componentes absorvidos no intestino. Entretanto, uma porgédo da PNDR nao é disponivel no
abomaso e € indigestivel para o animal. A proteina microbiana em conjunto com a PNDR e
a proteina enddégena, formam a proteina metabolizavel, composta basicamente por
aminoacidos provenientes dessas trés fragdes (NASEM, 2021).

Conhecer as fontes de proteina disponiveis e sua composigao € imprescindivel para
formular uma dieta mais assertiva. Além da origem da proteina, € importante mensurar a
quantidade oferecida para evitar gastos energéticos na excrecao da fragcao proteica.

Tanto o acumulo de nitrogénio amoniacal no rumen, devido ao excesso de PDR ou
falta de carboidratos na dieta, quanto a amdnia, que pode ser proveniente da desaminacao
no figado de aminoacidos absorvidos no intestino e do catabolismo de proteinas, serao
transformados em ureia e excretado nos rins. Esse produto do metabolismo das proteinas,
pode atingir a corrente sanguinea e alcangar o rumen atraves da saliva, ou atingir a glandula
mamaria, € ser excretada no leite. O nitrogénio ureico do leite (NUL) pode ser uma
ferramenta para avaliar os niveis de PDR, observar a eficiéncia no uso do nitrogénio e
sinalizar se a dieta fornecida é adequada (NRC, 2021; SCHWAB & BRODERICK, 2017;
KAUFFMAN & ST-PIERRE, 2001).

Visto que o conhecimento da PB da dieta ndo é suficiente para formular uma dieta
eficiente, é essencial compreender os niveis de PDR que serao suficientes para suprir as
necessidades de amdnia e de aminoacidos na fermentagao ruminal para a producao de
proteina microbiana, os niveis de aminoacidos da PNDR e as exigéncias das vacas
(SCHWAB & BRODERICK, 2017).

Os aminoacidos atuam em diversas rotas metabdlicas, mas sao principalmente

responsaveis pela sintese proteica, e em casos de deficiéncia energética as estruturas
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dessas moléculas podem ser desaminadas e utilizadas para a produgdo de energia
(MARTINS et al.,, 2018). Entretanto, apenas 20 aminoacidos sdo classificados como
estruturais, ou seja, vitais na produgéo de proteinas. Dentre eles, alguns sdo considerados
nao essenciais e 9 deles sao categorizados como essenciais ( histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina), e 1 condicionalmente essencial
(arginina). Os aminoacidos nao essenciais sao sintetizados no organismo animal, através de
outras moléculas fontes de carbono e nitrogénio. J& os aminoacidos essenciais sao
sintetizados em baixas quantidades pelo organismo animal, e por isso devem ser
suplementados, na tentativa de suprir a exigéncia animal (NRC, 2021). Entre os 10
aminoacidos categorizados como essenciais para vacas leiteiras, 5 deles sao tipicamente
limitantes segundo o NASEM (2021): metionina, lisina, histidina, isoleucina e leucina.

Apesar do novo NRC (NASEM, 2021) destacar a importancia de verificar as
concentragdes destes 5 aminoacidos na proteina metabolizavel na estimativa da producéao
de proteina do leite, tipicamente apenas lisina e metionina sao considerados aminoacidos
essenciais e limitantes para vacas leiteira, de acordo com diversas pesquisas (ZHOU et al.,
2016; OSORIO et al., 2013). Essa conclusao foi obtida através da convergéncia de diversos
estudos, que observaram alteracdes no teor e na producido de proteina no leite, variaveis
sensiveis ao balanceamento de aminoacidos, quando houve variacdo desses dois
aminoacidos (RULQUIN & KOWALCZYK, 2003; SCHWAB et al., 2007).

Nas ultimas décadas, varios estudos tentam buscar a quantidade ideal de lisina e
metionina que deve ser oferecido as vacas leiteiras, para maximizar a proteina
metabolizavel, e com isso 0 aumentar o desempenho dos animais. Segundo o NRC (2001),
as concentracoes ideais desses aminoacidos seriam de 7,2% de lisina e 2,4% de metionina

na proteina metabolizavel, mantendo uma relagdo 3:1. Entretanto, como atingir estas
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concentragdes é muito custoso e exigiria altas dosagens de suplementagao, Schwab et al.
(2007) sugeriram concentragbes “mais comerciais” e um pouco inferiores desses
aminoacidos, 6,6-6,9% de lisina e 2,2-2,3% de metionina na proteina metabolizavel,
respectivamente.

Porém, alcangar esses niveis na proteina metabolizavel ndo € simples, devido a
deficiéncia da metionina nos alimentos comumente utilizados nas dietas de vacas leiteiras e
producao nao suficiente através da sintese de proteina microbiana (ALVES, 2004).
Assumindo que a principal fonte de proteina na dieta das vacas de leite no Brasil é o farelo
de soja, alimento que apresenta niveis satisfatorios de lisina, mas muito baixos de metionina,
tipicamente se justifica a suplementacao de metionina na dieta de vacas leiteiras no nosso

pais.

1.2.2 Suplementagao da metionina

Ha muito tempo a metionina ja é relatada como um aminoacido importante na
industria de aves e suinos, e experimentos seguintes também mostraram o impacto desta
molécula no desempenho de vacas leiteiras, particularmente as de alta producéo
(RICHARDSON & HATFIELD, 1978). Segundo Schwab et al. (1992), a metionina é
considerada um aminoacido limitante para bovinos leiteiros e sua suplementacdo pode
promover aumento na produgao de leite e na proteina do leite, principalmente nas dietas
comumente formuladas, deficientes em metionina.

A adicdo na dieta de fontes de proteina que incluem metionina na sua composigao,
por exemplo, pode nao ser o suficiente para alcangar o fluxo de aminoacidos necessarios no
intestino. Isso porque, a microbiota presente no rumen degrada parcialmente os nutrientes

da dieta, e de maneira simbidtica, utiliza-os para crescimento e proliferagdo no ambiente.
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Por esse motivo que os nutrientes formulados e oferecidos ao animal, difere dos nutrientes
disponiveis para absor¢cédo (LAPIERRE et al., 2006).

Levando isso em consideracdo, os aminoacidos essenciais lisina e metionina séo
comumente suplementados de maneira protegida da degradagao ruminal. Algumas técnicas
foram adotas para impedir a degradacao da molécula pelos microrganismos do rimen, como
a utilizagcao de etil-celulose, uma pelicula de revestimento de liberagéo lenta (Mepron®),
permitindo uma protecdo do rumen e efetividade do aminoacido no intestino (SCHWAB,
2007). Esse produto contém 85% de DL-metionina, possuindo coeficiente de digestibilidade
intestinal de 90% e (Schwab, 1995) e desvio ruminal de 80% (Overton et al., 1996),
resultando em 61% de metionina metabolizavel.

Uma outra forma de evitar a degradacdo da metionina suplementada é o
encapsulamento por uma barreira fisica de acidos graxos, sensiveis ao pH mais baixo do
abomaso (Smartamine®), permitindo uma resisténcia no rumen e liberagdo rapida no
abomaso (SCHWAB, 2007), com 75% de DL-metionina e biodisponibilidade de 83%
(RULQUIN & KOWALCZYK, 2003), o que resulta em 62% de metionina metabolizavel.
Entretanto o produto pode sofrer limitagdes se o pH do rimen da vaca estiver baixo, devido
uma acidose ruminal (RODE & KUNG, 1996).

ApoOs a passagem pelo rumen, ocorre a liberagcdo da molécula no abomaso e
absor¢ao no intestino delgado, o que favorece maior concentracdo do aminoacido na
corrente sanguinea e com isso, melhor aproveitamento dos seus beneficios (NRC, 2021).
Segundo Batistel et al. (2017), o aumento do aporte de metionina no intestino, permite uma
maior sintese proteica para as fungcdes metabdlicas.

A quantidade oferecida da metionina protegida da degradagédo ruminal (MPR) vai

depender da origem do produto, bem como da recomendacdo do nutricionista, mas
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geralmente a recomendacéao € de 10 a 20 g/vaca/dia, dependendo da categoria animal, da
produtividade do lote ou do rebanho e da composigcado da dieta. A meta-analise de Wei et al.
(2022) compilou dados de 2010 até 2022 e os autores relataram que a dose ideal, para
alcangar eficacia do produto em composigao do leite, foi de 7,5 a 12,5 g/d de MPR.

Com isso, a adicado de MPR pode ser uma estratégia para alcancar um
balanceamento adequado de aminoacidos na dieta. Entretanto, pode ocorrer variagdes na
resposta da suplementacgao, por isso é essencial analisar o produto, a biodisponibilidade, a
dosagem e a exigéncia dos animais em cada fase da lactagao ou gestacao para comprovar
sua eficacia visto que, as exigéncias nutricionais aumentam quando as vacas estao no pré

e pos-parto imediato, e conforme a vaca se aproxima do pico de lactacdo (NRC, 2001).

1.2.3 Metabolismo da metionina

Apos a absorgéo da metionina no intestino, os niveis desse aminoacido no sangue
podem aumentar e favorecer diversas rotas metabdlicas, demonstradas na Figura 1. Por ser
considerado uma molécula limitante, sua suplementagao também favorece a eficiéncia dos
outros aminoacidos presentes no organismo (Schwab et al., 1992). Através disso, a
capacidade de sintese de proteinas é beneficiada e além do seu papel estrutural, a metionina

participa de diversas rotas metabdlicas.
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Absorcdo intestinal
através da dieta

Metionina \
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Taurina Glutationa

Dimetilglicina

Figura 1. Rotas metabdlicas da metionina no organismo de vacas leiteiras.

Um dos destinos possiveis € a metionina ser direcionada ao ciclo de 1-carbono, onde
0 aminoacido metionina € convertido em S-adenosilmetionina (SAM), principal doador de
grupo metil (CHs) no organismo animal (OSORIO et al., 2013). A molécula SAM é de extrema
importancia no metabolismo, podendo transferir o CHs para estruturas proteicas, pequenas
moléculas, RNA, mas principalmente para o DNA, através do processo de metilacao
(BROSNAN, 2006).

A metilagdo do DNA consiste na alteragao quimica da estrutura, com adigdo do CHs,
através da enzima DNA metiltransferase, e assim, promove alteragdes na transcricao de
genes. Dessa forma, a metilagdo € considerada o principal mecanismo epigenético, que
consiste na modificagdo do DNA e das histonas, sem alteragao da sequéncia de bases, mas
sdo herdaveis na divisao celular (FEINBERG, 2001; TANG & HO, 2007). Por meio desse
processo, ocorre o silenciamento de genes, que podem estar desfavorecendo o
desempenho produtivo dos animais, como a producéao de leite (SINGH et al., 2012).

Apéds o esgotamento de CHs, a SAM transforma-se em S-adenosil-homocisteina, e

em seguida converte-se em homocisteina, que pode seguir dois caminhos. Primeiro, pode
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ocorrer adigdo de CHs, regenerando a metionina, que pode ser usada novamente nas rotas
metabdlicas. Ou segundo, pode ocorrer sintese de cisteina através da via de transulfuragao,
que forma ligagdes dissulfeto, e assim produz glutationa e taurina (REZZI et al., 2007;
NICHOLSON & LINDON, 2008).

A taurina € um aminoacido que possui um grupo sulfonato (-SOsH), que pode doar
elétrons para espécies reativas de oxigénio, assim como a glutationa com seu grupo tiol (-
SH), o que garante funcdes antioxidantes para ambos. Com isso, taurina e glutationa
protegem as células contra agdes deletérias, principalmente as do sistema imunoldgico,
preservando sua integridade e funcao (BARBOSA et al., 2010; LAMBERT et al., 2015). Além
dessa fungao, a taurina possui o potencial de modular repostas inflamatdrias, através da
diminuicao de sintese de ocitocinas e enzimas que produzem mediadores inflamatoérios
(CHA & KIM, 2012).

Além dessa rota metabdlica, a SAM participa da sintese de proteinas através de
reagdes de transmetilacdo, que consiste na adicdo do CHs em moléculas mais simples, e
assim contribui para a sintese de aminoacidos, lipideos, RNA e DNA (ZHOU et al., 2017;
ZHOU et al., 2018).

O processo de doacao de CHs através da SAM, pode favorecer a sintese da
fosfatidilcolina e principalmente formagao das apolipoproteinas, estruturas que compdem as
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), molécula produzida e secretada no figado,
responsavel pelo transporte de trigliceridios para fora do 6rgao (ZOM et al., 2011). Além
disso, a VLDL pode alcangar a glandula mamaria e contribuir para a produ¢do de gordura
no leite (MARTINOV et al., 2010).

Através do ciclo de 1-carbono ocorre a produg¢ao de homocisteina, e no processo de

remetilacdo esta € convertida em betaina, e em seguida oxidada em dimetilglicina, e por fim,
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€ formada a molécula de metionina. A betaina é produzida através da colina, e por
participarem de rotas metabdlicas analogas, a colina é o principal formador da
fosfatidilcolina, responsavel pela sintese de fosfolipidios que compde o VLDL e a metionina,
na formagdo da coenzima carnitina. Através da enzima carnitina palmitoil transferase-1
(CPT-1), ocorre a regulagao da entrada de AGNE no interior das mitocdndrias, € com isso,
viabiliza-se a B-oxidacdo de acidos graxos hepaticos, funcao de extrema importancia em
vacas leiteiras (LEE et al., 2011). Tanto colina quanto metionina sdo capazes de atuar no
metabolismo hepatico, favorecer a produgao de carnitina e regular a expressao da CPT-1
(SERVIDDIO et al., 2011).

Sabendo desses potenciais efeitos da metionina no metabolismo das vacas leiteiras,
a suplementacao desse aminoacido para vacas em transicdo pode ser uma ferramenta
nutricional para minimizar os desafios desse periodo e promover maior desempenho

lactacional.

1.2.4 Efeito da metionina no periodo de transicao

O periodo de transicao, tipicamente definido como o intervalo de 3 semanas pré-
parto e 3 semanas poés-parto, € caracterizado por intensas mudangas metabdlicas e
hormonais devido ao parto, a colostrogénese e a lactogénese, que sdo processos que
demandam energia e sédo considerados como homeorréticos da vaca periparturiente
(BAUMAN & CURRIE, 1980). Entre essas alteragdes ocorre a diminuigdo no consumo de
matéria seca (CMS), que vai se agravando até o momento do parto, e estende-se por alguns
dias no pos-parto. Como consequéncia, o animal apresenta uma absorcdo limitada de
nutrientes, concomitante com o aumento das exigéncias nutricionais durante o pré e

principalmente o pos-parto (NRC, 2021; CUPERTINO et al., 2011).
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Essas alteragbes promovem um balango energético negativo (BEN), o que
predispbe a incidéncia de doengas, como cetose, hipocalcemia, retencdo de placenta,
deslocamento de abomaso, e até mesmo algumas doengas infeciosas como metrite e
mastite (PATELLI et al., 2017).

Além dos desafios do BEN, vacas leiteiras recém-paridas também se deparam com
um balango proteico negativo (BPN). Vacas no periodo de transicdo apresentam uma
caréncia de doadores de grupo metil, estruturas intermediarias do metabolismo energético,
originados da degradacéao de proteinas (VAN DER DRIFT et al., 2012). Como ja discutido
acima, a metionina participa do ciclo de 1-carbono, sendo convertida em SAM, o que
favorece a doagcdo de CHs nas rotas metabdlicas, e promove mais saude e melhor
desempenho dos animais no pds-parto imediato (OSORIO et al., 2013).

A vaca em BEN mobiliza triglicerideos do tecido adiposo, o que aumenta a
concentracdo de AGNE no sangue, e estes em grande parte se direcionam para o figado.
Na tentativa de suprir a necessidade energética, parte destes AG sao oxidados parcialmente
a corpos cetbnicos; acetoacetato, acetona e beta-hidroxibutirato (BHB) (MCART, 2012).
Niveis elevados de AGNE e BHB refletem alta mobilizagcao de tecido adiposo, potencial
acumulo de gordura no figado, e intensa perda de peso e de escore das vacas. Essas
alteragdes podem aumentar o estresse oxidativo, e com isso, elevar o status inflamatério e
comprometer o sistema imune (TREVISI & MINUTI, 2018).

Ja a suplementacgdo de MPR permite a sintese de taurina e glutationa, aminoacidos
e peptideos que possuem fungdes antioxidantes, que atuam contra espécies reativas ao
oxigénio e protegem as células do estresse oxidativo. Além de minimizar o impacto de
processos inflamatérios no organismo, previnem o desenvolvimento de doengas e

promovem a homeostase (BARBOSA et al., 2010).
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A metionina também contribui na formacdo do VLDL, que no poés-parto permite
menor acumulo de AG no tecido hepatico, evitando um quadro de esteatose hepatica. Os
AG podem ser re-esterificados e transportados através do VLDL para outros tecidos, como
a glandula mamaria e o tecido muscular, permitindo maior saude hepatica e aumento do teor
de gordura no leite (GONZALEZ & SILVA, 2006; ZOM et al., 2011).

Metionina e colina atuam juntas na formacao do VLDL, e também na producao de
carnitina, envolvida na entrada de acil-CoA no interior da mitocéndria (SUN et al., 2016).
Entretanto, estudos mais recentes afirmam que essa teoria s6 é valida na auséncia de
precursores de VLDL, como por exemplo em vacas no pos-parto imediato, em razéo do efeito
da limitada disponibilidade de metionina sobre essa lipoproteina nos hepatdcitos
(CHANDLER & WHITE, 2017). Sun et al. (2016) avaliaram a adigao de 15 g de MPR no
periodo de transig¢ao, e relataram menores concentragoes de AGNE, BHB e colesterol no
pos-parto em relagdo ao grupo controle, assim como maiores niveis de glicose, VLDL e
apolipoproteinas, o que sugere alteracdes favoraveis no metabolismo lipidico no figado.

Com relagéo a incidéncia de doengas no pos-parto, Toledo et al. (2023) relataram
menor ocorréncia apenas de hipocalcemia subclinica no dia do parto, em vacas
suplementadas com 12 g de MPR (Smartamine ®; Adisseo Inc.) misturado com 215 g de
residuo de destilaria seco (DDGS) no pré-parto e 27 g no pos-parto da mesma metionina
comercial, misturado com 200 g de DDGS, oferecidos na TMR. Também observaram no
estudo, uma maior concentracdo e producao de proteina no leite em vacas tratadas em
relagdo ao grupo controle. Uma tendéncia na diminui¢do da incidéncia de cetose clinica foi
encontrada por Osorio et al. (2013), em vacas suplementadas com MPR(Smartamine ®;
Adisseo Inc.), e ajuste diario de 0,07% na MS de forma top-dressed, 21 dias antes de parir

até 30 dias de DEL.
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Zhou et al. (2016) suplementaram MPR (Smartamine ®; Adisseo Inc.) para vacas no
pré e no pés-parto, com 0,08% da MS, e relataram aumento da atividade fagocitaria pelos
leuctcitos e melhor fungdo antioxidante, através do aumento de glutationa no tecido
hepatico, e menor incidéncia de cetose e reteng¢ao de placenta. Resultado muito semelhante
ao estudo de Batistel et al. (2018), que encontraram menor concentracdo de espécies
reativas ao oxigénio no sangue, provavelmente pelo aumento do antioxidante glutationa e
maior atividade de neutroéfilos, porém n&do encontrou diferenca na ocorréncia de doencgas, ao
suplementar na TMR 0,09% na MS de MPR ((Mepron®; Evonik Industrias) no pré parto e
0,10% na MS no pds-parto.

Além disso, maior atividade de antioxidantes e maior concentragdo hepatica de
carnitina foram relatadas em vacas suplementadas com MPR a 0,07% da MS (OSORIO et
al., 2014). Esse mesmo estudo também relatou menor producéo de colina e fosfatidilcolina,
0 que sugere maior utilizagdo dessas moléculas para produgéao de VLDL.

Esses efeitos podem ser justificados pela melhor fungdo imunoldgica, redugéo da
inflamacéao e do estresse oxidativo, e alteragbes positivas no metabolismo hepatico (ZHOU
et al., 2016; BASTISTEL et al., 2017). E dessa maneira, as vacas podem responder com

maior producédo de leite e de sdlidos, principalmente teores de proteina.

1.2.5 Efeito da metionina na producgao e composicao do leite

Como comentado anteriormente, a metionina atua em diversas vias metabdlicas que
podem amenizar os desafios no periodo de transicdo. Entretanto, vacas lactantes,
principalmente nas fases de pico e de alta producéo, também demandam a suplementacao

desse aminoacido na dieta, principalmente para a sintese dos sdlidos no leite.
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Socha et al. (2005) sugerem que o aumento na disponibilidade de metionina pode
afetar positivamente a sintese e a eficiéncia de outros aminoacidos proteinogénicos, que
serdo absorvidos na glandula mamaria e convertidos em componentes do leite. Além disso,
por ser um aminoacido sulfurado, a MPR pode favorecer a sintese de cisteina, homocisteina
e taurina, aminoacidos que estdo envolvidos em diversas rotas metabdlicas.

A adicao de metionina na dieta favorece a quantidade de proteina metabolizavel e o
balangco adequado de aminoacidos na circulagao. Estes, por serem precursores da sintese
proteica, proporcionam maior rendimento de proteina no leite (GAO et al., 2017), visto que a
glandula mamaria utiliza os aminoacidos livres da circulacdo para a produgao dessas
macromoléculas proteicas (BACKWELL et al., 1996).

Além disso, esse aminoacido sinaliza a mTOR (mammalian target of rapamycin ou
proteina alvo da rapamicina em mamiferos), proteina quinase que além de atuar no
metabolismo lipidico, também é responsavel pela sintese proteica (APPUHAMY et al., 2012).
Esse mecanismo também explica 0 aumento da caseina em animais suplementados, devido
esta representar 80% da proteina no leite (NAN et al., 2014).

A gordura € um componente bastante variavel na composigao do leite e pode sofrer
alteracdo com a suplementacdo de MPR. A formagao de SAM, que promove a sintese de
fosfatidilcolina e assim de VLDL, pode favorecer o transporte de acidos graxos do figado
para a glandula mamaria, visto que 40 a 60% dos acidos graxos da gordura do leite séo
oriundos s&o oriundos do VLDL em vacas recém-paridas (BIONAZ & LOOR, 2008). Além
disso, as reagdes de transmetilagdo podem favorecer a sintese de novo de acidos graxos e
assim, aumentar os teores de gordura no leite (SAMUELSON et., 2001).

Chiogna et al. (2021) suplementaram 23 g de MPR em vacas lactantes préoximo ao

pico de producdo (65 + 28 dias) e os autores relataram aumentos na produgéo de leite,
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maiores produgdes e teores de proteina e caseina, maiores produgdes de gordura e sélidos
totais, menor teor de lactose, mas sem alteragdes significativas em produgéo de lactose, teor
de sdlidos totais, nitrogénio ureico no leite (NUL) e CCS.

O potencial aumento na produgao de leite com a suplementagao de MPR ainda nao
esta bem elucidado pelos estudos. Mesmo a metionina sendo um aminoacido considerado
gliconeogénico, acredita-se que essa molécula possui prioridades maiores em outras rotas
metabdlicas do que a producgéo de glicose, que poderia favorecer o aumento no volume de
leite. Isso pode ser confirmado no estudo de Doepel & Lapierre (2010), que relataram
aumentos na produgao e na proteina de leite, porém nao encontraram aumento na captagao
de glicose, mas sim de BHB e lactato, outros substratos disponiveis para a glandula mamaria
como fonte de energia. O aumento na producao de leite também poderia ser explicado por
processos epigenéticos, através da adicdo de CHs no DNA, que promoveria o silenciamento
na expressao de genes, ou alteracbes moleculares em mecanismos relacionados a
producao de leite e sintese de proteinas (SINGH et al., 2012).

Também nao esta bem elucidada a relagédo do NUL com os aminoacidos essenciais.
Pereira et al. (2017) relataram uma melhor eficiéncia no uso de nitrogénio, em vacas
suplementadas com MPR e lisina protegida. Da mesma forma, Noftsger & St-Pierre (2003)
observaram menor quantidade de nitrogénio no plasma e consequentemente, menor NUL
em vacas suplementadas com MPR.

A suplementagdo com MPR pode favorecer o metabolismo de proteinas e melhorar
a utilizacdo dos aminoacidos para a sintese de proteina no leite, € como consequéncia a
caseina, o que normalmente resulta em NUL mais baixo (MUSCHER et al., 2010). Li et al.
(2022) suplementaram 15 g de metionina por dia, em vacas com aproximadamente 63 + 25

de DEL, e ndo observaram diferencas na producéo e nos soélidos do leite, em relagao ao
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grupo controle, mas a suplementagdo com MPR resultou em menor quantidade de nitrogénio
no sangue.

A contagem de células somaticas (CCS) € um indicador de saude da glandula
mamaria, e em casos de mastite, a CCS normalmente esta aumentada. Entretanto, mesmo
com os potenciais efeitos favoraveis da MPR na imunidade das vacas, os estudos nao tém
mostrado relagédo da CCS em vacas suplementadas (CHIOGNA et al., 2021; Ll et al., 2022).
Mas um estudo com suplementagcédo de MPR com zinco mostrou resultados interessantes,
onde as vacas suplementadas produziram mais leite e apresentaram melhor sanidade do

ubere, com menor CCS (KELLOGG et al., 2004).

1.3 CONCLUSOES

A metionina € um aminoacido de uso crescente na pecuaria de leite, particularmente
em rebanhos de boa produtividade e em regides onde ha bonificagdo por melhoria dos
soélidos do leite. Diversas pesquisas demonstram principalmente o efeito na producgéo e na
porcentagem de proteina no leite, no metabolismo lipidico e na saude hepatica. Por esse
motivo, a adigdo dessa molécula, em conjunto com os ajustes dietéticos necessarios para
alcancar a quantidade ideal de aminoacidos, possui o potencial de melhorar o desempenho

dos animais.
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2 CAPITULO II. EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE DUAS METIONINAS PROTEGIDAS
RUMINALMENTE NA PRODUGAO, COMPOSIGAO DO LEITE E METABOLISMO DE
VACAS LACTANTES

SUMARIO INTERPRETATIVO
Efeitos da suplementagcdo de duas metioninas protegidas ruminalmente na
producao, composicao do leite e metabolismo de vacas lactantes. Por Viana et al. A
suplementacado de 15 g de metionina protegida ruminalmente (MPR), independente do
produto comercial, aumentou a producéo, gordura e proteina do leite, mas sem distingao
comparando MET_pH e MET _etil. Algumas diferencas entre os tratamentos nos parametros
sanguineos foram encontrados, mas novamente com similaridade entre os dois produtos

fontes de MPR.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de dois produtos de metionina protegida no
rumen (RPM) na produgao e composigao do leite em vacas Holandesas lactantes. Um total
de 278 vacas Holandesas multiparas (185 + 129 dias em lactagdo) produzindo 42,0 + 10,4
kg/dia foram utilizadas em um rebanho comercial no estado do Parana, sul do Brasil. As
vacas foram agrupadas por paridade, produgao de leite e dias em lactagdo e designadas
aleatoriamente para 1 dos 3 tratamentos, consistindo de 120 vacas suplementadas com
MET_pH (Smartamine M®; Adisseo Inc., Franga), 116 vacas com MET_etil (Mepron®;
Evonik Industrias, Alemanha), e 42 vacas controle (CT). Em um delineamento de blocos ao
acaso, o tratamento consistiu na suplementacéo diaria de 15 g de RPM (MET_pH ou
MET _etil) misturados com 85 g de farelo de milho fornecido top-dressed e dividido em dois
tratos diarios. Os animais controle receberam uma quantidade equivalente de farelo de
milho. O periodo experimental total foi de 33 dias, com os primeiros 3 dias utilizados como
covariavel e 30 dias de suplementagdo com RPM. Amostras de leite foram coletadas nos
ultimos 3 dias do periodo experimental, completando nove ordenhas consecutivas. Os dados
foram analisados pelo procedimento MIXED do SAS (v.9.4), contendo os efeitos fixos de
tratamento, tempo e interagdo tratamento*tempo, a covariavel, e os efeitos aleatdrios de
bloco e vaca dentro do tratamento. Nao houve diferenga na producao de leite (40,54 vs.
39,91 kg/dia; P=0,62) entre os tratamentos MET_pH e MET _etil, mas ambos os grupos de
vacas tratadas com RPM mostraram maiores produgdes de leite (40,23 vs. 37,75 kg/dia;
P<0,01) do que os controles. Em relagdo a composi¢ao do leite entre vacas tratadas com
MET _pH vs. MET etil, ndo foram detectadas diferengas (P>0,05) para todos os
componentes. No entanto, comparando MET_pH e MET _etil vs. CT, os tratamentos RPM
aumentaram a produgao de gordura em 0,193 kg/dia (P<0,01), a produgéo de proteina em
0,115 kg/dia (P<0,01), a producédo de caseina em 0,089 kg/dia (P<0,01), a produgéo de
lactose em 0,133 kg/dia (P<0,01), e a producéo de sodlidos totais do leite em 0,460 kg/dia
(P<0,01). Vacas suplementadas com RPM também apresentaram maior teor de proteina do
leite (3,56 vs. 3,51%; P<0,01), teor de caseina (2,83 vs. 2,79%; P<0,01) e teor de sdlidos
totais (13,65 vs. 13,51%; P=0,05) do que o CT, sem diferencas (P>0,05) para os teores de
gordura do leite e lactose. Em relagdo aos metabdlitos sanguineos, vacas suplementadas
com MET _etil mostraram maiores concentragdes de proteina total e glicose, e menor ureia
em relacdo ao MET_pH e ao CT. Nossos resultados sugerem que nédo houve diferengas
entre os dois produtos de RPM na producédo e composicdo do leite, e ambas as vacas
suplementadas com RPM apresentaram melhor desempenho do que os controles.

Palavras-chave: proteina, aminoacido, solidos do leite
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2.1 INTRODUGAO

Os altos pregos dos insumos e o valor do leite mais competitivo com Argentina e o
Uruguai na atividade leiteira tém forgado os produtores e a industria & uma nova estratégia
de mercado (Anuario do leite, 2023). A bonificagdo pela qualidade do leite, principalmente
na quantidade de proteina e gordura, motivou os produtores a buscarem opg¢des que afetam
positivamente na composigéo do leite. Sabendo disso, a metionina € um dos aminoacidos
que mais limitam a producgao de leite de vacas leiteiras, impactando também a producao de
sélidos e principalmente a proteina no leite (NRC, 2021), a suplementagéo desse aminoacido
€ uma alternativa para melhorar a quantidade de sélidos e maximizar a rentabilidade da
atividade.

A metionina protegida de degradacado ruminal (MPR), é fornecida de maneira
encapsulada, permitindo sua melhor absorgédo no intestino. Um dos efeitos mais relevantes
da metionina € o aumento de aporte de aminoacidos no sangue, o que promove a sintese
proteica e consequentemente a produgao de proteina no leite (GAO et al., 2017). Além
disso, a formagao da S-adenosilmetionina (SAM), um doador universal de grupo metil, que
promove a metilagdo do DNA (Osorio et al., 2013), afetando a expressdao de genes
relacionados a producgao de leite (Singh et al., 2012) e a sintese de proteina do leite (Chiogna
et al., 2021). Além da formagao das apolipoproteinas constituintes das lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) e na expressao de genes lipogénicos, que parecem estar
relacionados com o aumento dos teores de gordura no leite (Osorio et al., 2013; Sun et al.,
2016).

Entretanto, é necessario ter cautela na escolha da fonte comercial desse aminoacido,
devido a grande quantidade de produtos com diferentes graus de protegédo, degradagéo
ruminal e distintas biodisponibilidades. O produto Smartamine (Smartamine M®; Adisseo

Inc., Franga), apresenta estrutura com sensibilidade ao pH baixo, enquanto o Mepron
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(Mepron®; Evonik Industrias., Alemanha) possui uma pelicula de resvestimento de etil-
celulose. Além das distintas composicbes na estrutura, apresentam diferengcas na
disponibilidade.

Com o propdsito de identificar a fonte comercial de MPR mais eficiente, através da
compararagao entre os produtos comerciais de MPR na suplementacdo de vacas em
lactacao, avaliando seus efeitos na producéo, composic¢ao do leite e parametros sanguineos.
A hipotese do experimento € que ambos os grupos de vacas suplementadas com MPR,
produzem mais leite e principalmente com incremento de proteina, em relagdo ao grupo

controle.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Setor de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, sob o protocolo numero 027/2022.

2.2.1 Animais e fazenda

O experimento foi conduzido em uma propriedade leiteira, localizada na cidade de
Carambei, regidao Centro-Oriental do Estado do Parana, Sul do Brasil (Latitude -24° 59’ 14”
e Longitude -50° 06’ 39”). A propriedade possui ao redor de 675 vacas em lactagao da raca
Holandesa, em sistema de alojamento do tipo free-stall, com camas de areia e sistema de
ventilagcao e aspersao. O sistema de ordenha é o modelo espinha de peixe dupla e as vacas

eram ordenhadas 3 vezes ao dia (4h00, 12h00 e 20h00).

2.2.2 Delinemaneto experimental e Tratamentos
O experimento foi conduzido entre o final de agosto até o final de setembro de 2022,

totalizando 33 dias experimentais. Os 3 primeiros dias consistiram no periodo covariavel,
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onde foram realizadas coletas de amostras individuais de leite em 9 ordenhas consecutivas.
Através das informacgdes coletadas nesse periodo (ordem de parigdo, DEL e producéo de
leite), as vacas foram blocadas em 1 de 3 tratamentos. Os animais foram distribuidos em 60
vacas do grupo controle, recebendo apenas uma quantidade equivalente de milho grao
moido (100 g/vacaldia), 130 vacas recebendo suplementac¢ao de MET_pH (Smartamine M®,
Adisseo Inc., Franga), e 130 vacas suplementadas com MET_etil (Mepron®; Evonik
Industrias, Alemanha). Como a diferenga no numero de animais tratados foi diferente do
controle, devido uma exigéncia da fazenda comercial, foram totalizados 65 blocos, contendo
no maximo 5 vacas por bloco (2 MET_pH, 2 MET _etil e 1 controle) e no minimo 2 (1 MET_pH
e 1 MET_etil).

Os dois grupos suplementados com MPR recebiam 15 g (dose recomendada pelos
dois fabricantes do produto) de MET_pH ou MET _etil, misturados com 85 g de milho grao
moido, na intengao de nao limitar o consumo, devido ao sabor adstringente do produto. Esse
fornecimento era dividido em 2 tratos, top-dressed, durante a liberagdo da TMR (dieta total
misturada) no cocho enquanto os animais estavam em ordenha, com vagao misturador
contendo a mesma dieta para os 3 grupos, no periodo da manha e da tarde (4h00 e 12h00).

Para garantir melhor consumo do produto, apdés a chegada dos animais no cocho,
apods a ordenha, era realizado o travamento dos canzis, mantendo o animal em frente a
comida, durante um periodo maximo de 15 minutos. No periodo da tarde (12h00) os animais
nao eram travados, mas era realizado o avang¢o da comida ao cocho, o que estimulava os
animais ao cocho.

Previamente ao inicio do experimento, a propriedade ja utilizava o produto
Smartamine; por esse motivo, a MPR foi retirada da dieta de todo o rebanho um més antes

do experimento comecar, sem danos ao experimento, pois a metionina ndo apresenta
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evidéncias de efeito “carryover” durante a lactagao nos animais. A usual utilizagdo do produto
justifica o porqué da utilizagdo de apenas 60 animais controle, visto que o produtor ndo
pretendia retirar o produto de mais animais, afetando a composi¢cao dos solidos no leite de
mais animais.

As vacas receberam a suplementacdo dos tratamentos durante 30 dias e nos 3
ultimos dias foram feitas novas coletas de amostras de leite, novamente de 9 ordenhas
consecutiva. Além da coleta de producgao de leite durante a ordenha, mensuragao de peso
e ECC antes e ap0s a suplementagéao e coleta de sangue no ultima dia do experimento, com
intuito de comparar os resultados do periodo covariavel com o periodo final de

suplementacéo.

2.2.3 Dieta e metioninas
Em relacao a dieta fornecida para as vacas, com exceg¢ao da suplementagao das
fontes de MPR, a dieta dos animais era igual para todos os tratamentos e os ingredientes e

sua proporgao na MS podem ser visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1. Ingredientes e nivel de incluséo (%MS) da dieta dos animais pertencentes aos
grupos Controle, MET_pH e MET _etil.

Ingredientes (%MS) Dieta
Silagem de milho 31,32
Silagem pré-secada de azevém 12,69
Palha de trigo 1,34
Casca de soja 4,26
Milho grdo moido 22,45
Carogo de algodao 4,34
Farelo de soja, PB 45,5% 14,35
Residuo de cervejaria umido, 28% PB 6,52

Bicarbonato de sodio 0,96
Calcario 0,86
Fosfato monocalcico 0,31

Levedura viva? 0,004
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Oxido de magnésio 0,26
Mistura mineral-vitaminica 0,5%3 0,17
Sal comum 0,17

2L evucell SB® (Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM [-1079)

3Premix Bovigold® - Contém por kg do produto: 250 g Ca, 40 g P, 20 g S, 25 g Mg, 10 g K,
70 g Na, 750 mg Cu, 20 mg Cr, 40 mg I, 2.000 mg Mn, 22 mg Se, 2.850 mg Zn, 350.000 Ul
Vit A, 100.000 UI Vit D3, 2.000 Ul Vit E.

Os animais do grupo MET_pH e MET _etil receberam 7,5 g do produto durante o trato
da manha e 7,5 g no trato da tarde, totalizando 15 g/vaca/dia de metionina, misturados em
85 g/vacaldia de milho grado moido. Ja os animais do grupo controle receberam apenas 100
g/vacaldia de fuba de milho, divididos nos 2 tratos.

Os valores da composigao bromatolégica dos ingredientes utilizados na TMR estao
descritos na Tabela 2. Usando a versdo mais recente (v.3.3.77) do software RLM Leite
(Ragao de Lucro Maximo), que adota o mesmo modelo de proteina que o NRC (2001), as
concentragdes previstas de Lys e Met na proteina metabolizavel, no grupo controle foram
6,35 e 1,87% respectivamente, gerando uma relagdo Lys:Met de 3,39:1. Ja nos grupos

suplementados com MPR (MET_pH e MET _etil ), as concentragdes foram de 6,34 e 2,09%,

produzindo uma relagéo Lys:Met em de 3,03:1.

Tabela 2. Composicdo dos nutrientes das dietas das vacas em lactagdo do tratamento
controle e dos tratamentos MET_pH e MET _etil).

Tratamentos

ltem CT MET pH MET etil
Composicao quimica da dieta,'%MS

ELL, Mcal/kg 1,58 1,58 1,58
ED?, Mcal/kg 3,19 3,2 3,19
PB, % 16,6 17,04 16,64
MS, % 51,07 51,13 50,98
FDN, % 32,52 30,85 31,81
FDA, % 16,87 15,86 16,3
FDA/FDN proporgao 0.51 0.51 0.51

FDN, forragem 21,73 21,59 21,83
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Amido 28,14 27,69 27,98
RM, % 7,28 6,64 6,38
EE, % 3,72 4,5 4,06
CNF3, % 39,88 40,97 41,11
PM* 4,66 4,83 4,69
PNDR* 5,92 6,10 5,93
PDR* 10,68 10,94 10,71
MOR® 11,74 13,28 13,13
Ca, % 0,76 0,82 0,64
P, % 0,41 0,42 0,39
Fornecimento e balango da proteina prevista,*g/d

PM fornecida 2573 2633 2573
PM da proteina microbiana 1314 1323 1,31
PM da PNDR 1142 1193 1147
PM balanco -373 -319 -371
Balanco de lisina e metionina,*g/d

DLys oferecidos na dieta 170 178 170
DMet oferecidos na dieta 66 79 77
DMet oriunda do respectivo produto - 9,3 9,15
Variavel produgao de leite prevista

Produgao de leite presumida para EL, kg/d 32,21 32,65 32,08
Producao de leite presumida pela PM, kg/d 34,45 35,55 34,49
Producao de leite presumida, kg/d 39,87 41,76 42,94

' Calculado a partir da composicédo analisada da amostra de TMR,

2 Energia digestivel.

3 Calculado da seguinte forma: CNF = 100 — (PB + EE + (FDN — PIDN) + Cinzas).

4 Dados calculados com base no CMS observado, producéo de leite, composicao do leite e
ECC usando RLM. PM = proteina metabolizavel; PNDR = proteina ndo degradavel no rimen;
PDR = proteina degradavel no rumen; DLys = lisina digestivel; DMet = metionina digestivel.
4MOR = matéria organica residual (CNF — amido).

O MET_pH ¢é encapsulado por um revestimento de polimero sensivel ao pH (2-
vinilpiridina-co-estireno), permitindo uma resisténcia no riumen e liberacdo rapida no
abomaso (Schwab, 2007). Esse produto contém 75% de DL-metionina e biodisponibilidade
de 83% (Rulquin & Kowalczyk, 2003), o que resulta em 62% de metionina metabolizavel. Ja
o MET etil é revestido por um filme de etil-celulose, carboidrato de digestdo limitada,

permitindo uma absorcao lenta do aminoacido no intestino (Schwab, 2007). Esse produto

contém 85% de DL-metionina, possuindo coeficiente de digestibilidade intestinal de 90% e
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(Schwab, 1995) e desvio ruminal de 80% (Overton et al., 1996), resultando em 61% de
metionina metabolizavel. Logo, 15 gramas de MET _etil e MET_pH suplementado seriam

equivalentes a 9,30 e 9,15 g de metionina metabolizavel, respectivamente.

2.2.5 Coleta e andlises de leite

Amostras de leite e resultados de producéao de leite por ordenha foram coletadas em
dois periodos distintos (covariavel e final), com 9 ordenhas em sequéncia (3 dias) em cada
periodo, com um total de 18 amostras coletadas de cada vaca experimental. O leite era
coletado por amostradores & vacuo acoplados no sistema de ordenha (DelLaval®), coletando
uma amostra composta do leite, individual de cada vaca durante a ordenha. Apds a coleta
pelo amostrador, o leite € armazenado em frascos com o conservante bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol) para posterior envio. Os resultados de produgao de leite por ordenha
eram obtidos através do software do sistema de ordenha da fazenda (DeLaval DelPro®).

Estas amostras foram enviadas ao Laboratorio Centralizado de Analise de Leite da
Associacao Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) para
analise dos teores de gordura, proteina, caseina, lactose, sélidos totais, nitrogénio ureico no
leite (NUL) e contagem de células somaticas (CCS). As amostras coletadas foram analisadas
em um analisador automatizado (Nexgen, Bentley, MN, EUA) que adota a espectrofotometria
do infravermelho médio Fourier-transformada no Laboratorio Centralizado de Anadlise de
Leite da APCBRH.

partir dos dados de producédo e composicao do leite obtidos, foi possivel calcular com
as formulas (1) a secregao diaria de energia no leite; EL =[(0,0929 x % gordura) + (0,0547 x %
proteina) + (0,0395 x % lactose)] x kg de leite, (2) a producéo de leite corrigida para energia;
PLCE =[( 0,327 x producéo de leite ) + (12,95 x produgao de gordura) + (7,20 x kg de proteina)],

e (3) a producao de leite corrigida para 4% de gordura; PLC4%G = (0,4 + 15 x % gordura/100) x
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kg de leite). A CCS foi transformada para uma escala linear de 0 a 9 pela equacéo: EL = [Log2

(CCS/100.000)] + 3, o que normaliza os dados e facilita a interpretagao dos resultados.

2.2.6 Pesoe ECC

O peso dos animais foram estimados no periodo covariavel e no ultimo dia do
experimento, por meio de fita que estima o peso vivo através da mensuragao do perimetro
toracico, no periodo da tarde, apdés serem trancados no canzil, com auxilio da equipe de
manejo da fazenda. A magnitude da perda ou ganho de peso vivo foi calculada através da
diferenca entre PV _final — PV _inicial (kg/periodo). O escore de condi¢ado corporal (ECC)
também foi avaliado nos mesmos dias que a mensuracédo do peso vivo, e a amplitude foi
calculada da mesma forma, baseado em escala de 1 a 5 pontos, sendo 1 para os animais

excessivamente magros e 5 para os animais obesos, conforme Edmonson et al. (1989).

2.2.7 Coleta e analises de TMR e volumosos

Também foram coletadas amostras da TMR dos 3 tratamentos, no inicio, meio e fim
do experimento, e amostras dos volumosos (silagem de milho, silagem pré-secada de
azevém e palha de trigo) no inicio e final do experimento, com duplicatas de cada coleta. Em
seguida, estas amostras foram identificadas e congeladas a -20°C e posteriormente
enviadas ao Laboratorio de Nutricdo Animal (LNA) da UFPR, em Curitiba-PR e
descongeladas naturalmente por 24h para realizagao da analises.

Todo o processamento e analises das concentracdes de MS, cinzas, proteina bruta
(PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE)
e macrominerais foram realizadas pelo mesmo laboratorio. As amostras foram secas em

estufa a 55°C por 72 h e moidas para passar por uma tela de malha de 1mm de didametro
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em moinho estacionario (Wiley Mill, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ), e armazenadas
até a analise.

A concentragdo de MS foi determinada a 105°C por 24 h e cinzas foi avaliada a
550°C por 8 h. Todas as analises foram determinadas segundo os métodos da AOAC
(Official Methods of Analysis of AOAC International, 2016). As fragdes de EE, FDN e FDA
foram adaptadas para equipamento tipo ANKOM 2000. A fragdo PB seguiu o método

Kjeldahl. O mineral Ca foi determinado por titulacéo e P por colorimetria.

2.2.5 Amostragem e processamento do sangue

Amostras de sangue foram coletadas de todas as vacas, no ultimo dia do
experimento, apos a coleta de leite da ultima ordenha, por pung¢do dos vasos sanguineos
coccigeos em tubos vacualizados, com anticoagulante (EDTA) de 9 ml. Os tubos foram
centrifugados por 15 min a 2.500 x g a temperatura ambiente e o plasma sobrenadante foi
pipetado e distribuido em duplicatas de microtubos de 1,5 mL, e posteriormente congelados
a -20°C até a analise. Essas amostras foram destinadas para analise das concentragdes de
proteina total, albumina, colesterol, glicose e ureia, que sdo metabdlitos referentes ao
metabolismo de energético e proteico. E com a diferenga entre o resultado de proteina total
e albumina, é possivel calcular o valor da globulina presente no sangue. As amostras foram
analisadas em equipamento bioquimico automatizado (BS200 Mindray Starlab) no
Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana.

O metabdlito proteina total foi analisado pelo método de espectrofotometria no ultra-
violeta e visivel, enquanto albumina pelo método colorimétrico verde de bromo-cresol e
através do calculo da diferenga entre proteina total e albumina, foi obtido o valor de globulina.

O valor de colesterol foi analisado pelo método cinético colorimétrico e a glicose pelo método
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enzimatico colorimétrico. E por fim, a ureia foi analisada pelo método ezimatico ultra-violeta

(urease/glutamato desidrogenase).

2.2.6 Analise estatistica

O delineamento experimental empregado foi de blocos casualizados. Para realizar a
comparagao entre os trés tratamentos, foi utilizado contraste ortogonal. Os dados de
producao e composicao do leite foram analisados através do procedimento MIXED do
programa SAS (v.9.4) contendo os efeitos fixos de tratamento, paridade, tempo e suas
interacdes, a covariavel e os efeitos aleatdrios de bloco e vaca aninhada em tratamento. As
seguintes estruturas de covariancia foram testadas: componentes de variancia (VC), auto-
regressiva de primeira ordem [AR(1)], ndo estruturada (UN), simetria composta (CS) e
Toeplitz (TOEP). Aquela que apresentou o menor valor do critério de informacéao de Akaike
corrigido (AICC) foi selecionada. E os valores que ndo apresentaram normalidade foram
submetidas a transformacado de acordo com o procedimento Box-Cox (Box e Cox, 1964)
usando uma macro para modelos mistos no SAS (Piepho, 2009).

Para as andlises de ECC, peso vivo e metabdlitos sanguineos os dados foram
avaliados pelo procedimento GLM do SAS, por ndo haver medidas repetidas no tempo. A

significancia foi declarada em P < 0,05 e tendéncias foram consideradas quando P < 0,10.

2.3 RESULTADOS

Durante o periodo experimental, 42 animais foram removidos ( 10 animais do grupo
MET_pH, 14 do MET etil e 18 do controle). Dentro do grupo controle, 7 vacas foram
excluidas por motivos de algum caso de 1 doenga ou mais (mastite, problemas de casco,
lesdo nas pernas, trisiteza parasitaria, doenca respiratéria e diarréia), também 4 vacas do

grupo MET_pH e 5 do grupo MET _etil. Devido ao DEL elavado 7 vacas controle foram
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destinadas a secagem, assim como 5 do grupo MET_pH e 8 vacas do grupo MET _etil. Além
desse motivo, 2 vacas do grupo controle e 1 do grupo MET_pH morreram. E apenas 2 vacas
foram descartadas no grupo controle e 1 do grupo MET _etil. Com isto, foram mantidas nas
analises 120 vacas do grupo MET_pH, 116 vacas MET _etil e 42 vacas do grupo Controle.

Esses animais apresentavam em média 185 + 129 de DEL e produziram 42,0 + 10,4 kg/d.

2.3.1 Producao de leite
Foi realizada a comparagcédo das vacas dos tratamentos MET pH, MET etil e

Controle, com diferengas (p<0,01) entre os tratamentos, conforme demonstrado na Tabela3.

Tabela 3. Producéo, composicao do leite e escore linear de CCS das vacas suplementadas
com MET_pH e MET _etil ou n&o suplementadas (CT).

Tratamento’ Valor P

Variavel _ EPM MET pHvs. CTyvs.

CT MET pH MET_etil Trat. MET et MET?
Producéo de leite, kg/d 37,75 40,54 39,91 0,75 <0,01 0,62 < 0,01
PLC4%? 38,43 42,63 42,07 0,72 < 0,01 0,73 < 0,01
PLCE* 42,40 47,01 46,28 0,79 <0,01 0,62 < 0,01
Energy Milk® 28,23 31,26 30,74 0,52 < 0,01 0,59 < 0,01
Gordura, % 4,24 4,38 4,32 0,05 0,15 0,53 0,11
Gordura, kg/d 1,55 1,75 1,74 0,03 <0,01 0,89 < 0,01
Proteina, % 3,51 3,58 3,55 0,01 <0,01 0,14 < 0,01
Proteina, kg/d 1,30 1,43 1,39 0,02 <0,01 0,24 < 0,01
Caseina, % 2,79 2,84 2,82 0,01 <0,01 0,15 < 0,01
Caseina, kg/d 1,03 1,11 1,14 0,02 < 0,01 0,20 < 0,01
Lactose, % 4,63 4,64 463 0,01 0,51 0,59 0,64
Lactose, kg/d 1,73 1,88 1,84 0,04 < 0,01 0,52 < 0,01
Solidos Totais, % 13,51 13,66 13,63 0,05 0,11 0,74 0,05
Soélidos Totais, kg/d 5,01 5,52 542 0,10 < 0,01 0,57 < 0,01
Escore linear CCS® 1,92 1,95 2,15 0,1 0,10 0,14 0,33

'Abreviaturas Controle (CT), metionina protegida com revestimento pH sensivel (MET_pH),
metionina protegida com revestimento de etil-celulose (MET _etil).

2Comparacao entre as duas metioninas MET_pH e MET _etil agrupadas (MET) vs. controle.
3Producao de leite corrigida para 4% de gordura =[(0,4 + 15 x % gordura/100) x kg de leite)]
4Producao de leite corrigida para energia =[(0,327 x produgao de leite) + (12,95 x producéo
de gordura) + (7,20 x kg de proteina)]

SEnergia do leite = [(0,0929 x % gordura) + (0,0547 x % proteina) + (0,0395 x % lactose)]
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6Escore Linear de CCS (Contagem de células somaticas) é obtido através da formula EL =
[Log2 (CCS/100.000)] + 3.

Vacas suplementadas com metionina (MET_pH e MET _etil) produziram 2,48 kg/d de leite
a mais (p<0,01) do que vacas nao suplementadas. Entretanto, ndo houve diferenga (p=0,62)

entre os MET_pH e MET _etil.

2.3.2 Composicao do leite

Através da comparagao entre os tratamentos, observou-se diferengas (p<0,01) nos
seguintes componentes: produg¢ao de gordura, teor e produgéo de proteina, teor e produgao
de caseina, producédo de lactose e producao de sdlidos totais. Todas estas diferencas
ocorreram a favor dos grupos metionina (MET_pH e MET _etil), que superaram o grupo CT
para essas variaveis.

Nao houve diferengas (p>0,05) para teores de gordura, lactose e sélidos totais,
quando comparamos os 3 tratamentos. Porém, teor de sélidos apresentou diferenga (p=0,05)
quando os grupos suplementados com metionina foram comparados com o grupo controle,
como ilustrado na Tabela 3. Comparando as duas fontes comerciais de metionina protegida,
nao houve diferenca entre MET pH e MET etil em nenhum componente do leite no

experimento conduzido.

2.3.3 Metabdlitos sanguineos
Em relagdo as analises dos metabdlitos sanguineos, que pode ser visualizado na
Tabela 4, houve diferenca entre os tratamentos MET_pH e MET _etil nos metabdlitos ureia,

glicose e proteina total, assim como os tratamentos metioninas em relagdo ao grupo CT.
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Vacas do tratamento MET _etil apresentaram menores concentragdes de ureia (p<

0,01), e maiores concentragdes de glicose (p<0,01) em comparagao aos outros tratamentos.
Em relagéo a proteina plasmatica total, o tratamento MET _etil foi igual ao CT, porém ambos
foram maiores que o grupo MET_pH. Ja para os metabdlitos colesterol, albumina e globulina,

nao foram observadas diferengas, tanto entre metioninas, quanto entre os tratamentos.

Tabela 4. Efeito na concentragao de metabdlitos sanguineos das vacas suplementadas com
metionina protegida com revestimento sensivel ao pH e metionina protegida com
revestimento de etil-celulose (MET_pH e MET_etil) ou ndo suplementadas (CT).

Tratamento'’ Valor P
Variavel CT  MET pH MET el =™  Trat MEATE—T"_';}’IS' '\(A:ETXZ
Ureia, mg/dL 3629 2457 2248 676 <001 <001 <0,01
Colesterol, mg/dL 208,99 202,07 19995 086 0,68 0,96 0,41
Glicose, mg/dL 6458 6481 7075 258 <001 <001 < 0,01
Proteina total, g/dL 7,53 7,01 733 008 <001 <001 <0,01
Albumina, g/dL 363 365 360 003 042 0,39 0,90
Globulina, g/dL 387 349 368 019 042 0,67 0,32

'Abreviaturas Controle (CT), metionina protegida com revestimento pH sensivel (MET_pH),
metionina protegida com revestimento de etil-celulose (MET _etil).
2Comparacao entre as duas metioninas MET_pH e MET _etil agrupadas (MET) vs. CT.
Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferenga significativa entre os
tratamentos (p<0,05).
2.3.4 Pesoe ECC

Dados de peso corporal e ECC foram coletados em dois momentos do experimento,
antes das vacas iniciarem a suplementagao e no ultimo dia de suplementacao. As mudancas
dessas variaveis estdo demonstradas na Tabela 5. Os animais apresentaram diferencgas
(p<0,03) no ECC antes da suplementagdo, quando comparados os 3 tratamentos. Além
disso, o grupo MET etil diferiu (p<0,01) dos grupos MET pH e CT, ja que vacas

suplementadas com MP ganharam pontuacao de ECC apds 30 dias. Entretanto, a mudanga

de ECC néo foi acompanhada (p>0,05) por mudanga no peso corporal.
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Tabela 5. Médias ajustadas de peso e ECC inicial (P1), média peso e ECC final (P2) e
mudanga dessas variaveis ao longo do experimento.

Tratamento' Valor P
Variavel . EPM MET_pH vs.
CT MET pH MET_etil Trat. VET o
Peso 1 743,1 730,0 726,1 6,62 0,29 0,57
Peso 2 7376 7316 727,0 6,68 0,58 0,52
Mudanca Peso? -1,30 1,60 4,70 2,99 0,40 0,33
ECC 1 3,15 3,22 3,09 0,044 0,03 0,01
ECC2 3,07 3,11 3,17 0,046 0,31 0,27
Mudanca ECC? -0,08 -0,10 0,07 0,027 <0,01 <0,01

'Abreviaturas: Controle (CT), metionina protegida com revestimento pH sensivel (MET_pH),
metionina protegida com revestimento de etil-celulose (MET _etil).

Mudanca das variaveis peso e ECC, obtidas a partir da diferenca do valor final em relacéo
ao valor inicial.

2.4 DISCUSSAO

O objetivo deste experimento foi comparar dois diferentes produtos comerciais de
MPR para vacas em lactacao, avaliando seus efeitos na producédo, composicao do leite e
metabolismo. De maneira geral, o desempenho em produgéo e na maior parte dos solidos
do leite, ndo diferiram entre os tratamentos MET_pH e MET _etil, em contrapartida diferiu em
relagdo as vacas do grupo controle, o que confirma a hipétese inicial.

Alguns estudos mostraram efeito da suplementagdo da metionina com incremento
de producédo de leite em vacas em lactagdo. Swanepoel et al. (2020) suplementaram
aproximadamente 7,9 g de MPR (Smartamine) na dieta de vacas com DEL médio de 160
dias, e relataram aumento na producao de leite e na proteina do leite. Assim como, Chiogna
et al. (2021) suplementaram 23 g de MPR (Smartamine) em vacas lactantes proximo ao pico
de lactacao (65 + 28 dias) e também observaram aumento na producédo de leite. Porém, a
meta-analise de Zanton et al. (2014) ndo observou incrementos em producéao de leite.

Assume-se que o aumento de MPR, em quantidades adequadas, favorece os

valores de proteina metabolizavel e o balango de aminoacidos no organismo, e dessa forma,



57
pode beneficiar a producgéo de leite (NRC, 2001). Entretanto, as razdes especificas para a
heterogeneidade nas respostas em producao de leite ndo séo totalmente compreendidas.

O aumento da eficiéncia no uso de aminoacidos absorvidos pela glandula mamairia,
pode favorecer a producao de lactose e proteina no leite, componentes do leite altamente
correlacionados com a produgédo de leite. Além disso, o volume do leite € em grande parte
influenciado pela quantidade de lactose, dissacarideo formado principalmente a partir de
glicose na glandula mamaria, muitas vezes proveniente da gliconeogénese no figado. Como
a metionina € um aminoacido glicogénico, acredita-se que ele seja capaz de aumentar a
quantidade de leite, através da intensificacao da gliconeogénese (Aschenbach et al., 2010),
embora reconhega-se que a contribuicdo de aminoacidos essenciais, como a metionina, &
baixa para a produgao de glicose (Larsen & Kristensen, 2013).

Outra hipétese, ainda ndo muito bem elucidada pelos pesquisadores, seria o
aumento na producéo de leite pelos efeitos da metionina na metilagdo do DNA, promovendo
processos epigenéticos, como silenciamento na expressdo de genes, ou alteragdes
moleculares em mecanismos relacionados a producao de leite (Singh et al., 2012).

Em relacdo aos dois produtos comerciais de metionina, estudo de Benefield et al.
(2010) n&o observou diferenga em producao de leite ao comparar os produtos MET pH e
MET _etil, ao testar doses de 6 e 12 g de ambos os produtos, em vacas suplementadas
individualmente em tie-stall, produzindo 42,2 + 2,7 kg/d de leite e DEL de 139 + 16 dias. Zang
et al. (2017) também n&o encontraram diferengas em produgéo de leite entre os produtos,
porém observaram maior concentragdo de metionina na circulagcdo em vacas MET_pH, ao
comparar com MET _etil e outra fonte comercial de metionina.

Em relagdo a composicao do leite, Chiogna et al. (2021) relataram aumento do teor

e da produgéao de gordura em vacas produzindo 39.1 £ 6.8 kg/d de leite suplementadas com
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23 gramas de MET_pH durante a lactagao (65 + 28 DEL), em relagédo ao grupo controle. No
entanto, em uma meta-analise (Patton, 2010), proveniente da avaliagdo de 35 estudos
referentes a suplementacdo de metionina com MET_pH e MET _etil, houve decréscimo do
teor de gordura em vacas suplementadas com MET_pH e MET _etil, provavlemente porque
foi observado aumento na producao de leite e proteina em vacas suplementadas com
MET _etil, em relacédo as vacas MET_pH.

Meta-analise de Zanton et al. (2014) compararam os tratamentos MET _ pH,
MET _etil, CT e mais uma fonte de metionina comercial, e observaram aumento em teor e
produgcdo de proteina em vacas suplementas com MET _pH e MET _etil. E assim como o
presente estudo, ndo houve diferenca em gordura e proteina entre as duas fontes de
metionina. Este resultado também condiz com o estudo de Blum et al. (1999), que
suplementaram vacas com MET pH e MET etil e ao compara-las, ndo observaram
diferengas em produc¢ao, gordura, proteina, lactose e CCS.

Uma explicagéo para o aumento da gordura no leite seria a doagao de grupos metil
pela S-adenosilmetionina (SAM) para a producao de fosfatidilcolina, principal fosfolipideo
componente da VLDL, e dessa maneira transportar lipidios do figado para a circulagéo e
consequentemente para a glandula mamaria (Martinov et al., 2010; Zom et al., 2011).

Metionina e colina atuam tanto na formag¢do do VLDL, quanto na produgao de
carnitina, envolvida na entrada de acil-CoA no interior da mitocéndria (Sun et al., 2016).
Entretanto, estudos mais recentes afirmam que essa teoria s6 € valida na auséncia de
precursores do VLDL, como por exemplo em vacas no pés-parto imediato, em razao do efeito
limitado da metionina sobre essa lipoproteina nos hepatdocitos (Chandler e White, 2017).

Outra teoria, ndo muito bem compreendida pelos pesquisadores, seria a regulagéo de genes
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lipogénicos e alteragcdo na expressdao do RNA responsavel pelo equilibrio lipidico (Li et al.,
2016).

Grande parte dos estudos com suplementagcédo de metionina observou acréscimo na
proteina do leite. Patton (2010) encontrou acréscimos +0,07% no teor e +0,27 kg/d na
producdo de proteina do leite em vacas suplementadas com MET _pH e MET _etil, em
relacdo aos animais ndo suplementados. De forma similar, Chiogna et al. (2021) também
constataram aumento nessas duas variaveis, além de incremento no teor de caseina em
vacas suplementadas com MET_pH até a 10% semana apos o parto. Estudo suplementando
vacas com MET _etil mostrou aumento apenas nas produgdes de leite e de proteina, quando
comparado com controle (Lara et al., 2006). Zang et al. (2017) observaram aumento na
producgao de proteina em vacas suplementadas com MET_pH em relacédo ao grupo MET _etil,
controle e outra fonte comercial de metionina, enquanto que os teores de proteina, gordura
e lactose nao diferiram entre os tratamentos.

Socha et al. (2005) e Wang et al. (2010) sugeriram que o aumento na disponibilidade
de metionina pode afetar positivamente a sintese e a eficiéncia de outros aminoacidos que
serao absorvidos na glandula mamaria e convertidos em componentes do leite. Além disso,
0 aminoacido metionina sinaliza a mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos),
proteina quinase que além de atuar no metabolismo lipidico, é principalmente responsavel
pela sintese proteica (Appuhamy et al., 2012). Esse mesmo mecanismo também pode
explicar o aumento de caseina, devido esta representar 80% da proteina no leite (Nan et al.,
2014).

Em relagdo aos metabdlitos sanguineos, poucos estudos comparam os efeitos de
MET_pH e MET _etil no sangue. Mas Sun et al. (2016) suplementaram 15 g de MP em vacas

no periodo de transicao, e relataram os resultados similares ao presente estudo; menores
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concentragdes de ureia e maiores de glicose no sangue de vacas suplementadas com
MET _etil, comparadas ao grupo controle.

Diferente dos outros mamiferos, os ruminantes obtém boa parte da sua glicose
através da gliconéogenese no figado, e usam como substrato propionato, lactato, glicerol e
aminoacidos glicogénicos. O tecido hepatico mais saudavel, com baixa exigéncia na
mobilizacao de lipideos, pode promover uma gliconeogénese mais eficiente e aumentar a
glicemia (Goselink et al., 2013). Ja que existe uma alta demanda por glicose para producao
de lactose e posterior producao de leite, as vacas suplementadas com MPR podem produzir
mais leite. Porém, tanto MET _etil quanto MET_pH apresentaram aumento no leite em
relagdo ao grupo controle, sem distingdo entre os produtos, mas somente MP apresentou
maiores concentragdes de glicose no sangue. Ja as concentragbes séricas mais altas de
proteina total podem ser justificadas pelo melhor balango de aminoacidos e a sintese
proteica estimulada pela suplementagdo de MPR.

Os niveis de nitrogénio ureico no plasma (NUP) refletem a eficiéncia de utilizagdo do
nitrogénio no organismo animal. Quantidades altas de NUP podem indicar excesso de
proteina na dieta, ou ineficiéncia na utilizacdo dessas moléculas. Quando ocorre adicdo de
metionina protegida na dieta, as concentragbes de metionina plasmatica podem aumentar e
favorecer a utilizacdo dos aminoacidos para a sintese de proteinas, e como consequéncia
aumentos na proteina e caseina do leite (Muscher et al., 2010).

Como foi demostrado no experimento realizado, vacas suplementadas com MET _etil
tiveram menor NUP, resultado muito semelhante ao estudo de Blum et al (1999), que
comparou vacas MET _pH e MET _etil, e também encontrou menor concentracdo de NUP em

vacas MET _etil.
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Chiogna et al. (2021) encontraram uma tendéncia das vacas controle ganharem

mais peso em relagdo as vacas suplementadas com MET_pH, com aproximadamente 65 +
28 DEL. Em outro estudo, Lara et al. (2006) avaliando vacas suplementadas com MET _etil,
nao relataram diferengas significativas em peso e ECC das vacas apos a suplementagao.
Ainda, Patton (2010) e Blum et al. (1999) nao encontraram diferencas em peso e ECC entre

as vacas suplementadas com MET _etil e MET_pH.

2.5 CONCLUSOES

Conclui-se que a suplementacdo de ambas as fontes de metionina protegida da
degradacdao ruminal interferiu positivamente na producdo e em grande parte dos
componentes do leite; produgao de gordura, teor e produgao de proteina, teor e produgao
de caseina, produgao de lactose e produgdo de solidos totais. Entretanto, ndo foram
observadas diferengas produtivas comparando-se MET_pH e MET _etil. No que concerne
aos parametros sanguineos, MET etil apresentou superioridade nas variaveis glicose,
proteina total e ureia em relagdo ao tratamento MET_pH, o que indica uma alteragdo no

metabolismo proteico e energético.
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3 CAPITULO lll. EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE METIONINA PROTEGIDA
RUMINALMENTE PARA VACAS NO PRE-PARTO E SEU IMPACTO SORE O
DESEMPENHO PRODUTIVO, SAUDE E METABOLISMO

SUMARIO INTERPRETATIVO
Efeitos da suplementacao de metionina protegida ruminalmente para vacas no pré-
parto e seu impacto na producao, composicao do leite, saide e metabolismo. Por
Viana et al. A suplementacao de 15 g de metionina protegida ruminalmente (MPR) aumentou
os teores de proteina e caseina e diminuiu o nitrogénio ureico no leite. Em relagdo a
producao de leite, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos nas multiparas.
Entretanto, primiparas do grupo controle produziram mais leite na produ¢ao acumulada nos
primeiros 60 dias de DEL, enquanto que novilhas controle produziram mais leite aos 60 dias
de DEL. Mas nao foram encontradas diferengas em PLCE, PLC4% e energia do leite entre

os tratamentos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo pré-parto de metionina
protegida ruminalmente (MPR) na produgédo e composicao do leite, peso corporal (PC) e
escore de condigéo corporal (ECC), B-hidroxibutirato, glicose e inicidéncia de doengas no
inicio da lactacao. Um total de 214 animais da raga Holandesa de um rebanho comercial no
estado do Parana, no sul do Brasil, foram blocadas com base na paridade (84 novilhas, 76
primiparas e 54 multiparas), data esperada de parto e producgao de leite na lactagao anterior
para multiparas. Em um delineamento de blocos ao acaso, o tratamento consistiu na
suplementacao diaria de 15 g de MPR (Mepron®, Evonik Industries, Alemanha) misturada
com 85 g de milho grédo moido, fornecido de maneira top-dressed a partir de 26+4 dias antes
do parto, enquanto os animais controle (CT) receberam 100 g de milho grao moido. Ambos
0s grupos receberam 9,8 g de MPR pds-parto. Os dados foram analisados através do
procedimento MIXED do SAS contendo os efeitos fixos do tratamento, tempo, paridade e
suas interacoes, e os efeitos aleatorios de bloco e vaca dentro do tratamento. O PC e ECC
das vacas foram avaliados 30 dias antes do parto, no parto e 21 dias pds-parto. O PC e ECC
nao foram afetados (P>0,05) pela suplementacao pré-parto de MPR. Da mesma forma, a
suplementacao pré-parto de MPR nao afetou (P>0,05) o peso ao nascer do bezerro, a
concentracao de IgG no colostro e o valor de Brix. As vacas suplementadas com MPR antes
do parto também n&o mostraram diferengcas nas concentragbes sanguineas de [3-
hidroxibutirato em relagao aos animais CT no D+3 (0,62 vs. 0,65 mmol/L; P=0,64), D+7 (0,68
vs. 0,77 mmol/L; P=0,13) e D+14 (0,64 vs. 0,75 mmol/L; P=0,23), e glicose no D+7 (47,07
vs. 45,88 mg/dL; P=0,29). Foi encontrada diferenca na produgao de leite de 1 a 30 de DEL,
entre os tratamentos (39,03 vs. 41,11 kg/dia, respectivamente para MPR e CT; P<0,01), com
interacdo (P<0,01) entre tratamento e paridade. Nao foram detectadas diferengcas na
producéo de leite para novilhas (31,18 vs. 33,15 kg/dia; P=0,13) e multiparas (46,22 vs.
43,88 kg/dia; P=0,57), mas foi encontrada para primiparas (39,69 vs. 46,30 kg/dia; P<0,01).
Mas nao foram observadas diferencas para ECM, FCM e energia do leite. Em relagéo a
composic¢ao do leite, os animais suplementados com MPR pré-parto mostraram maior teor
de proteina total do leite (3,84 vs. 3,71%; P<0,01), maior teor de caseina do leite (3,07 vs.
2,96%; P<0,01) e menor teor de nitrogénio ureico do leite (18,29 vs. 19,06; P=0,02). Nao
foram detectadas diferengas (P>0,05) para os demais componentes do leite. Concluiu-se
que a suplementacdo com MPR durante o periodo pré-parto aumentou os teores de proteina
e caseina do leite, mas inesperadamente com uma diminuicdo na produgao de leite para os
animais mais jovens.

Palavras-chave: aminoacido, proteina do leite, periodo de transi¢ao.
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3.1 INTRODUGAO

O periodo de transicao consiste em uma fase desafiadora para as vacas leiteiras,
devido as diversas alteragdes metabdlicas e fisioldgicas, durante as trés semanas anteriores
e as trés semanas seguintes ao parto. Nessa fase ocorre uma diminuicdo no consumo de
matéria seca (CMS), concomitante a um aumento das exigéncias nutricionais e o
comprometimento do sistema imune, o que predispde a manifestagdo de disturbios
metabdlicos (Drackley, 1999; Cupertino et al., 2011).

Na tentativa de minimizar o impacto dos eventos metabdlicos do pds-parto e permitir
melhor desempenho das vacas durante toda a lactagao, a suplementacdo da MPR é uma
alternativa nutricional que esta ganhando popularidade, principalmente nos rebanhos mais
produtivos e localizados em regides que adotam sistemas de pagamento de leite por
qualidade.

Um dos efeitos “funcionais” da metionina € a ativacdo da S-adenosilmetionina
(SAM), um doador de grupo metil, que promove a metilagdo do DNA (Osorio et al., 2013), e
consequentemente a expressao de genes relacionados a produgao e proteina do leite (Singh
et al., 2011; Chiogna et al., 2021). Além disso, contribuem na formacao de VLDL e carnitina,
que atuam no transporte e metabolismo de lipideos (Sun et al., 2016) e na produgéo de
antioxidantes (Chandler e White, 2017).

Entretanto, grande parte dos estudos que suplementam a MPR no pré e no pds-
parto ou apenas no pos-parto (Batistel et al., 2018; Toledo et al., 2023), mas poucos estudos
avaliaram a real necessidade da suplementagao no pré-parto (Lee et al., 2019; Kudrna et al.,
2009) e os impactos que a adicdo ou ndo de MPR no pré-parto pode causar no pos-parto e
seus efeitos no desempenho do animal no inicio da lactagéo.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da metionina protegida

ruminalmente em vacas no pré-parto sobre produgcdo e composicao de leite, saude e
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metabolismo. Embora ja exista um consenso na literatura que vacas leiteiras de alta
producdo sejam beneficiadas pela suplementagdo de metionina no pés-parto, ainda néo é
coeso quanto aos beneficios da suplementacdo de metionina no pré-parto. Desta forma, a
hipétese do presente trabalho € que vacas leiteiras de alta producédo se beneficiam da
suplementacao de metionina no pré-parto, favorecendo a producédo e composigao do leite e

diminuindo a ocorréncia de enfermidades.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (Protocolo

numero 035/2023).

3.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados. Data prevista do
parto, ordem de parigcéo (nuliparas, primiparas e multiparas) e producéao de leite na lactagéo
anterior (primiparas e multiparas) foram usadas como critérios de blocagem e na covariavel.
Os animais dentro de cada bloco os animais foram aleatoriamente distribuidos nos
tratamentos: Controle (CT) e MP (Mepron M85®; Evonik Industrias, Alemanha), totalizando
224 animais, 112 em cada grupo. Ja no pos-parto, ambos 0s grupos receberam

suplementacao dietética com MPR.

3.2.2 Vacas, alojamento e dieta
O experimento foi conduzido em rebanho comercial localizado em Palmeira, regido
centro-oriental do Estado do Parana, Sul do Brasil, no periodo de agosto a dezembro de

2023. Um total de 91 novilhas, 76 primiparas e 57 multiparas da raca Holandesa, prenhas
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com aproximadamente 250 dias de gestagdo, foram incluidas no estudo. Primiparas
apresentaram producdo média na lactagao anterior de 37,2 + 3,7 kg/d, enquanto que as
multiparas, com duas ou mais lactagdes, produziram em média 41,9 £+ 3,9 kg/d.

Antes das vacas serem transferidas para o estabulo pré-parto, as vacas secas
estavam acomodadas em sistema free-stall com ventilagédo, e alimentadas ad libitum com
dieta total misturada (TMR), fornecida duas vezes ao dia. Semanalmente os animais eram
transferidos ao lote pré-parto, quando os animais estavam com aproximadamente 250 dias
de gestacgao, 25 a 30 dias antes de parir. O lote pré-parto era alojado em um compost barn,
com espagamento de cocho de 0,70 cm, com camas de serragem e ventiladores, em lotagéo
de 10 a 12m? com alimentagéo ad libitum em TMR, divididos em dois lotes (CT e MP), onde
0s animais permaneceram por 26,1 * 3,2 dias.

Os 112 animais do grupo tratamento receberam 15 g do produto Mepron (dosagem
indicada pelo fabricante), misturados com 85 g de milho grdo moido, na intengcdo de nao
limitar o consumo, devido ao sabor adstringente da metionina. Ja os 112 animais do grupo
controle receberam apenas quantidade equivalente de milho grao moido (100 g/vaca/dia).
Esse fornecimento era feito uma vez ao dia, até o momento do parto, top-dressed, durante
a colocagédo da TMR no cocho, com vagao misturador que fornecia a mesma dieta para os
2 tratamentos, em um unico periodo, as 10h00.

Apos o parto, os animais foram direcionados para instalacéo do tipo free-stall, onde
ambos 0s grupos permaneceram com a mesma dieta. O estabulo possuia em média 90%
de lotacdo, com ventilacdo e camas de areia, e espacamento de cocho de 1,10cm. A
alimentacgao era ad libitum em TMR, oferecida duas vezes ao dia (11h00 e 16h00), com a
inclusdo da metionina Mepron, na inclusdo de 9,8 g/vaca/dia. Em média, esses animais

permaneceram neste lote por 18,6 £ 2,9 dias, até a mudanca para os lotes de alta producéo,
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onde também recebiam dieta com MPR, na dosagem de 9,1 g/vaca/dia. Diferentemente do
pré-parto, essa dieta com adicdo de MPR (MET _etil) no pds-parto era comumente utilizada
pela fazenda antes da realizacdo do experimento. Vacas no lote pds-parto eram ordenhadas
trés vezes ao dia (03h00, 10h00 e 18h00). As vacas recém-paridas utilizavam a ordenha
acessoria tipo espinha-de-peixe durante 2 dias, a fim de eliminar o risco de residuo de
antibidtico feito na secagem, enquanto que as novilhas ja eram encaminhadas a ordenha em
sistema de carrossel.

A dieta fornecida as vacas era igual para os dois tratamentos no pré-parto, com
excegao da suplementacdo de MPR no tratamento MP. Os alimentos das dietas do pré e do
pos-parto, e suas propor¢cdes na MS podem ser visualizadas na Tabela 6. Os valores da
composi¢cao bromatoldgica dos alimentos utilizados nas dietas estdo representados na
Tabela 7.

Tabela 6. Ingredientes e nivel de inclusao (%MS) da dieta dos animais dos grupos Controle
e Mepron no pré e no pés-parto.

Pré-parto

Ingredientes (%MS) Controle Mepron Pos-parto
Silagem de milho 76,87 76,86 35,04
Silagem pré-secada de azevém -- -- 3,84
Silagem pré-secada de alfafa -- -- 4,52
Palha de trigo 4,57 4,57 --
Casca de soja -- -- 4,76
Milho gréo moido 0,68 0,58 20,56
Caroco de algodao -- -- 6,08
Farelo de soja 46% 15,5 15,5 17,66
Residuo de cervejaria, 28% PB -- -- 4,40
Metionina Mepron’ -- 0,12 0,04
Nucleo mineral-vitaminico lactacdo? -- -- 3,05
Nucleo micromineral e vitaminico?® 2,35 2,35 --

' Mepron® (Evonik Industria, Alemanha).
2 Contém por kg: 140g Ca, 17gP,6 g S, 54 g Mg, 300 g K, 115 g Na, 11 mg Co, 400 mg
Cu, 16 mg Cr, 16 mg |, 1.120 mg Mn, 14 mg Se, 2.200 mg Zn, 160.000 Ul Vit A, 57.600 Ul
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Vit D3, 960 Ul Vit E, 64 mg biotina, 21 g bentonita 2,5 10° UFC Eubacterium sp., 30 U/g
Fumonisina esterase, 6,0 108UFC/g Trichosporon mycotoxinivorans.
3Contém por kg: 130 g Ca, 30gP,90g S, 20 g Mg, 31 g Na, 130 g Cl, 12 mg Co, 600 mg
Cu, 30 mg Cr, 600 mg Fe, 60 mg I, 1.600 mg Mn, 16 mg Se, 2.400 mg Zn, 480.000UI Vit A,
200.000 Ul Vit B3, 12.000 Ul Vit E, 80 mg biotina, 1,5 x 10° UFC Saccharomyces cerevisiae,
500 mg monensina.

Segundo o NRC (2001), os niveis adequados dos aminoacidos lisina e metionina
devem manter uma relagéo 3,0:1. Usando a versao mais recente (v.3.3.77) do software RLM
Leite (Racdo de Lucro Maximo), o qual se baseia no NRC (2001), as concentragdes
estimadas de Lys e Met foram 7,35 e 1,94% na proteina metabolizavel, respectivamente, na
dieta pré-parto do grupo controle. Ja na dieta do grupo MET _etil, os valores estimados
ficaram em 7,35 e 2,45%, gerando uma relagéo Lys:Met na proteina metabolizavel de 3:1.

Ja no pos-parto, as concentragdes foram de 6,49 e 2,03%, evidenciando que a inclusido de

Met adotada no pds-parto muito provavelmente era insuficiente.

Tabela 7. Composig¢ao das dietas no pré-parto dos tratamentos Controle e MP e da dieta no
pos-parto.

Pré-parto

Item CT MP Poés-parto
Composicao quimica da dieta,'%MS

ELL, Mcal/kg 1,62 1,62 1,62
ED?, Mcal/kg 3,08 3,08 3,28
PB, % 12,48 12,54 16,19
MS, % 38,99 38,71 44,23
FDN, % 37,67 37,32 32,40
FDA, % 19,29 19,8 15,5
FDA/FDN proporgao 0,51 0,53 0,48
FDN, forragem 32,99 33,00 17,37
Amido 26,26 26,2 17,37
RM, % 4,90 4,90 6,02
EE, % 2,97 2,97 4,23
CNF3, % 45,01 44,96 42,92
PM# 3,11 3,16 5,16
PNDR* 3,75 3,81 6,31

PDR* 8,73 8,73 11,03



72

MOR* 18,75 18,76 25,55
Ca, % 2,68 2,68 4,52
P, % 0,97 0,97 0,88
Na, % 0,77 0,77 3,55
K, % 1,00 1,00 10,22
Fornecimento e balango da proteina prevista,*g/d

PM fornecida 1,153 1,159 2,512
PM da proteina microbiana 703,6 703,0 1,234
PM da PNDR 390,2 396,4 1,170
PM balanco 345 350 -567
Balanco de lisina e metionina,*g/d

DLys oferecidos na dieta 76 76 187
DMet oferecidos na dieta 23 34 70
DMet oriunda do respectivo produto - 9,15 5,50
Variavel producao de leite prevista

Producéo de leite presumida para EL, kg/d - - 24,74
Producéo de leite presumida pela PM, kg/d - - 30,68
Producéo de leite presumida, kg/d - - 40,90

" Calculado a partir da composigdo analisada da amostra de TMR,

2 Energia digestivel.

3 Calculado da seguinte forma: CNF = 100 - (PB + EE + (FDN — PIDN) + Cinzas).

4 Dados calculados com base no CMS observado, produgéo de leite, composicao do leite e
ECC usando RLM. PM = proteina metabolizavel, PNDR = proteina ndo degradavel no rimen;
PDR = proteina degradavel no rumen; DLys = lisina digestivel; DMet = metionina digestivel.
4MOR = matéria orgéanica residual (CNF — amido).

A temperatura ambiente e a umidade no interior do barracdo foram medidas em
intervalos de 1 hora (GFX Data Logger Series and EL USB-TC; Lascar Electronics Inc.,
USA), e a extracdo dos dados através do Software EasylLog (EasyLog USB; Lascar
Electronics Inc., USA). Esse aparelho permaneceu pendente na altura das vacas, mas longe
do alcance dos animais, no meio dos dois lotes pré-parto. A utilizacdo do Data Logger possui
o objetivo de mensurar a temperatura e a umidade relativa do ambiente, na tentativa de
indicar algum grau de estresse calorico nos animais.

O indice de Temperatura-Umidade (ITU) foi calculado de acordo com Yousef (1985),

através da formula THI = T + 0,36 x SD + 41,2; onde T = temperatura (°C) e SD = ponto de
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orvalho (°C), relatado na Figura 3, 4, 5 e 6, correspondentes ao més de agosto, setembro,

outubro e novembro.

Setembro

85.00 85.00
80.00 80.00
75.00 75.00

70.00 70.00

g 65.00 65.00
60.00 60.00
55.00 55.00
50.00 50.00
45.00 45.00
1234567 8 9101112131415161718192021222324 1234567 8 9101112131415161718192021222324
Horas Horas
Outubro Novembro

85.00
80.00
75.00
70.00
65.00
60.00
55.00
50.00
45.00

ITU

12345678 9101112131415161718192021222324 123456 7 8 9101112131415161718192021222324
Horas Horas

Figura 2, 3, 4 e 5. . indice de Temperatura e Umidade (ITU) dentro do barraco pré-parto
nos meses de agosto, setembro, outubro e novembro, com 2581 gravagdes em intervalos
de 1 hora. ITU: 64,7 + 4,52 (média + DP). Proporgao THI > 68: 14,6% das mensuragdes.
Temperatura: 18,7 £ 4,7°C. Umidade: 77,6 + 11,32%.

3.2.3 Manejo durante o parto e bezerros

Novilhas que adiantaram o parto em demasia e apresentaram menos de 15 dias de
suplementacao dos tratamentos foram excluidas do experimento, enquanto que as vacas
eram excluidas do experimento se o periodo de suplementacao fosse inferior a 20 dias. Isso
devido ao numero maior de novilhas entrando no lote pré-parto, em comparagao a primiparas
e multiparas, na tentativa de conseguir animais com mais tempo de suplementag¢ao no pré-
parto.

Quando os primeiros sinais de parto comegavam a aparecer, a equipe de manejo da

fazenda realizava a separagao do animal para a baia maternidade, localizada dentro do lote
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pré-parto, com cama de palha e cepilho, e era feito intervencdo apenas se houvesse
complicagcdes no parto, e oferecido uma solugdo de eletrdlitos de consumo voluntario
(Nutridrench Salus Avril Group, Santo Anténio de Posse, SP), apenas em casos de vacas
com complicagdes no parto. Apds o nascimento da bezerra, o primeiro manejo realizado era
a contencdo da vaca no canzil da propria baia maternidade e era realizada a ordenha do
colostro. Em seguida, era mensurado a qualidade do colostro através do refratdmetro portatil
de Brix (Agatige, RZ120). Se o colostro fosse de boa qualidade (225%), este era oferecido
para a bezerra recém-nascida; do contrario, era descongelado do banco de colostro da
fazenda.

Os recém-nascidos eram alimentados com 4 litros de colostro logo apdés o
nascimento, através de uma sonda esofagica, e apds 6 horas, eram oferecidos mais 4 litros
na mamadeira. Os recém-natos também eram pesados com fita de pesagem especifica para
bezerros, realizado a cura do umbigo e colocagao de brinco de identificagdo. Apds 48 h de
vida, era avaliada a eficacia da colostragem através da concentragéo de IgG no sangue das
bezerras, através do refratdbmetro portatil de Brix (Agatige, RZ120). Todas essas informacdes
de qualidade e volume de colostro, peso do bezerro ao nascimento e valor de IgG foram
anotados pela equipe de manejo e utilizada no presente experimento. Casos de parto
gemelar ndo foram motivos de exclusdo do animal, pois ndo apresentaram complicagdes
apos o parto, e informacgdes dos dois bezerros foram coletadas, e considerado o resultado

da média entre eles.

3.2.4 Coleta e analise de amostras
Foram coletadas amostras da TMR semanalmente e dos volumosos (silagem de
milho, silagem pré-secada de azevém, silagem pré-secada de alfafa e palha de trigo) a cada

15 dias. Em seguida, foram congeladas e posteriormente enviadas ao Laboratério de
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Nutrigdo Animal (LNA) da UFPR, em Curitiba-PR. As amostras foram secas em estufas de
ventilagédo forgada a 55°C por 72 h e moidas em peneira com crivos de 1 mm de didmetro
(Thomas Wiley Mills, Thomas Scientific, Swedesboro, EUA).

O teor de matéria seca (MS) foi determinado por secagem a 105°C por 24 h e as
cinzas por incineracao a 550°C por 6 h. O extrato etéreo (EE) e a proteina bruta (PB) foram
analisados de acordo com AOAC (2012). O teor de fibra em detergente neutro (FDN) foi
analisado em cadinhos porosos segundo Van Soest (1991) com amilase e sulfito de sddio.
E a fragéo de carboidratos nao fibrosos foi estimada: 100 — (PB + EE + RM + FDN). O mineral
Ca foi determinado por titulacéo, P por colorimetria, Na e K por fotometria.

As vacas foram ordenhadas trés vezes ao dia, em ordenhadeira tipo carrosel com
identificagcdo automatica (DeLaval®). A produgdo de leite foi registrada individualmente por
ordenha durante todo o experimento por meio de medidores automaticos, e arquivadas pelo
software de gerenciamento de rebanho (DelLaval DelPro®).

Amostras de leite foram obtidas por um amostrador com vacuo da prépria
ordenhadeira, que era acoplado no sistema, no momento da ordenha. Essas amostras foram
coletadas 2 vezes na semana (quarta e sexta-feira), sempre na ordenha da manha, durante
o periodo pés-parto, do primeiro dia até 18 dias de DEL, devido a permanéncia dos animais
no pos-parto de 18,6 + 2,9 dias, e armazenados em frascos com o conservante bronopol (2-
bromo-2- nitropropano-1,3-diol) para analise. Estas amostras foram enviadas ao Laboratério
Centralizado de Analise de Leite da Associacao Paranaense de Criadores de Bovinos da
Raca Holandesa (APCBRH) para analise dos teores de gordura, proteina, caseina, lactose,
sélidos totais, contagem de células somaticas (CCS) e perfil de acidos graxos no leite

(avaliacdo de AG envolvidos na mobilizacdo hepatica). Essas amostras foram avaliadas
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através de um analisador automatizado (Nexgen, Bentley, MN, EUA) que adota a
espectrofotometria do infravermelho médio Fourier-transformada.

A partir dos dados de producgédo e composigao do leite obtidos, foi possivel calcular

com as formulas (1) a secregéo diaria de energia no leite; EL =[(0,0929 x % gordura) +

(0,0547 x % proteina) + (0,0395 x % lactose)] x kg de leite, (2) a producao de leite corrigida

para energia; PLCE =[( 0,327 x produgao de leite ) + (12,95 x produgéo de gordura) + (7,20

x kg de proteina)], e (3) a produgéo de leite corrigida para 4% de gordura; PLC4%G = (0,4 +

15 x % gordura/100) x kg de leite). A CCS foi transformada para uma escala linear de 0 a 9

pela equacgao: EL = [Log2 (CCS/100.000)] + 3, o que normaliza os dados e facilita a

interpretacao dos resultados.

3.2.5 Peso corporal e ECC

A pesagem e mensuracgao do escore de condi¢ao corporal (ECC) foi realizada em
trés periodos; na entrada dos animais no lote pré-parto, no momento do parto e no dia da
saida dos animais do lote pés-parto. Foi utilizado uma fita que estima o peso vivo através da
mensuracao do perimetro toracico, especifica para animais da raca Holandesa e o ECC foi
baseado em escala de 1 a 5 pontos, sendo 1 para os animais excessivamente magros e 5
para os animais obesos, conforme Edmonson et al. (1989). A magnitude da perda ou ganho

de peso vivo foi calculada através da diferenca entre PV_final — PV_inicial (kg/periodo).

3.2.6 Amostragem e processamento do sangue
A partir da data de previsado do parto, o sangue foi coletado de todas as vacas dos
tratamentos controle e MP, nos dias -14, -7, +1, +3 e +7 em relag¢ao a data do parto, através

da puncdo dos vasos sanguineos coccigeos em tubos a vacuo de tampa vermelha (sem
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anticoagulante) de 9 mL. Apds a coleta, os tubos foram centrifugados por 15 min a 2.500 x
g a temperatura ambiente e o soro sobrenadante foi pipetado e distribuido em duplicatas, e
algumas coletas em triplicatas de microtubos de 2 mL, e posteriormente congelados a -20°C
até a analise.

As incidéncias de hipercetonemia e hipoglicemia do rebanho também serdo
monitoradas pelo uso de tiras de cetonas e de glicose nos dias +3, +7 e +14, com o auxilio
de glicosimetros portateis Optium Xceed, da marca Abbott Laboratories (Abbott Park, IL). O
limiar para hipercetonemia sera BHB = 1,2 mmol/L e para hipoglicemia, glicose < 40mg/dL,

segundo McArt et al. (2012).

3.2.7 Categorizacao de doencgas

Durante os primeiros 60 dias de lactagdo, foram diagnosticadas as seguintes
enfermidades: cetose clinica, retencao de placenta, metrite puerperal, hipocalcemia clinica,
deslocamento de abomaso e mastite clinica. Os casos subclinicos de cetose e hipocalcemia
serao avaliados através dos resultados das amostras de sangue enviadas ao laboratério,
considerando BHB = 1,2 mmol/L para cetose subclinica, conforme McArt et al. (2012). Ja
para a hipocalcemia subclinica, a concentragao limiar de calcio sérico sera < 2,0 mmol/L (ou
< 8,0 mg/dL), conforme Reinhardt et al. (2011). E para mastite subclinica, foi levado em
consideragao o valor de CCS acima de 200.000 células/mL como valor referéncia de acordo
com a indicagdo de Sharma et al. (2011).

A cetose clinica é diagnosticada através da redugao na producao de leite, diminui¢ao
do apetite e das motilidades ruminais e prostragéo do animal, em conjunto com valor de BHB
= 1,2 mmol/L (McArt et al., 2012). A retencdo de placenta é caracterizada pela falha na

expulsdo das membranas fetais dentro de 24 horas apds o parto. A metrite puerperal foi
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definida para presenca de secregao fétida no canal vaginal, com presenca ou néo de febre.
A hipocalcemia clinica foi diagnosticada pela permanéncia do animal em decubito esternal e
diminuicdo na produgéo de leite, e Ca sanguineo abaixo de 8,0 mg/dL (Reinhardt et al.,
2011). O deslocamento do abomaso foi diagnosticado com base na ausculta e percussao
proximo as fossas paralombares, confirmado som metalico caracteristico de “ping”, foi feito
a intervencgao cirurgica para correcao por omentopexia. E por fim, a mastite clinica é definida
pela presenca de leite anormal e sinas de inflamagao em um ou mais quartos. E vacas com

mais de uma doenca clinica foram classificadas como portadoras de multiplas doencas.

3.2.8 Analise estatistica

O delineamento experimental empregado foi 0. de blocos casualizados, utilizando
contraste ortogonal para comparar os tratamentos. Os dados de produgao e composi¢ao do
leite foram analisados através do procedimento MIXED do programa SAS (v.9.4) contendo
os efeitos fixos de tratamento, DEL, ordem de paricéo e as interagdes tratamento*ordem e
tratamento*DEL, além da inclusdo dos efeitos aleatorios de bloco e vaca aninhada em
tratamento. As seguintes estruturas de covariancia foram testadas: componentes de
variancia (VC), auto-regressiva de primeira ordem [AR(1)], ndo estruturada (UN), simetria
composta (CS) e Toeplitz (TOEP). Aguela que apresentou o menor valor do critério de
informacgéo de Akaike corrigido (AICC) foi selecionada. E os valores que ndo apresentaram
normalidade foram submetidas a transformacédo de acordo com o procedimento Box-Cox
(Box e Cox, 1964) usando uma macro para modelos mistos no SAS (Piepho, 2009).

Para as analises de ECC, peso vivo, qualidade e volume de colostro, peso do bezerro
e 1gG, os dados foram avaliados pelo procedimento GLM do SAS, por ndo haver medidas

repetidas no tempo, com o modelo contendo apenas os efeitos fixos de bloco e tratamento.
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Finalmente as variaveis binarias, como incidéncia de doengas, foram analisadas com o
procedimento GLIMMIX do SAS, e significancia foi declarada em P < 0,05, e as tendéncias

foram consideradas quando P < 0,10.

3.3 RESULTADOS

No inicio do experimento foram incluidos 224 animais, porém, apos a aplicacéo dos
critérios de exclusdo, apenas 214 vacas foram incluidas nas analises estatisticas, 84
novilhas, 76 primiparas e 54 multiparas. A Tabela 8 descreve os motivos de exclusdo (morte,
doencga e pouco tempo de suplementacao) e o niumero de animais por tratamento e paridade,

que foram incluidos nas analises estatisticas.

Tabela 8. Descrigdo dos animais inscritos, motivos de exclusdo e animais incluidos nas
analises estatisticas de acordo com a paridade

Item Controle Mepron Total
Inscritos 112 112 224
Paridade
Novilha 46 45 91
Primipara 38 38 76
Multipara 28 29 57
Excluidas 5 5 10
Morte 0 1 1
Doencga 1 1 2
Pouco tempo no tratamento 4 3 7
Incluidos na analise estatistica 107 107 214
Paridade
Novilha 42 42 84
Primipara 38 38 76
Multipara 27 27 54

"Novilhas com menos de 15 dias no pré-parto foram excluidas, assim como as vacas com
menos de 20 dias no pré-parto.



3.3.1 Produgao e composicao do leite

Em relacdo aos resultados de producado e composicdo do leite demonstrado na

Tabela 9, a producao de leite foi retratada de trés formas, através da producéao de leite até

18 dias de DEL (data prevista para a saida dos animais do pos-parto), até 30 e 60 dias.

Tabela 9. Efeitos da suplementagdo de MP (Mepron) na dieta pré-parto, no desempenho

produtivo de vacas leiteiras

Tratamento’ Valor-P
Variavel cT MP EPM Ordem x DEL x Trat.
Trat. Trat.
Producéo de leite 1-18d (kg) 38.52 36.71 0.43 <0,001 0.04 <0,001
Producéo de leite 1-30d (kg) 41.11 39.03 0.42 <0,001 0.04 <0,001
Producéo de leite 1-60d (kg) 43.66 41.70 0.48 <0,001 0.07 <0,001
PLCE, kg/d 46.24 45.24 0.68 0.43 0.59 0.30
PLC4%Gord, kg/d 41.86 40.95 0.64 0.456 0.50 0.32
Energia do leite (Mcal/d) 31.31 30.58 0.45 0.56 0.53 0.26
Gordura, % 467 4.65 0.05 0.71 0.57 0.77
Gordura, kg/d 1.75 1.70 0.03 0.85 0.58 0.24
Proteina, % 3.71 3.84 0.02 0.31 < 0,01 < 0,01
Proteina, kg/d 140 1.36 0.02 0.52 0.81 0.21
Caseina, % 296 3.07 0.02 0.38 < 0,01 < 0,01
Caseina, kg/d 1.12 1.09 0.02 0.51 0.80 0.23
Lactose, % 462 462 0.01 0.02 0.81 0.79
Lactose, kg/d 1.80 1.73 0.02 0.11 0.71 0.05
Sdlidos Totais (%) 14.06 14.13 0.07 0.60 0.84 0.49
Sdlidos Totais, kg/d 534 516 0.08 0.40 0.81 0.11
NUL (mg/dL)’ 19.06 18.29 0.23 0.57 0.18 0.02
Escore linear de CCS? 249 259 0.1 0.04 0.29 0.51

"Producéo de leite corrigida para energia =[(0,327 x produgéo de leite) + (12,95 x produgao

de gordura) + (7,20 x kg de proteina)]

2Producéo de leite corrigida para 4% de gordura = [(0,4 + 15 x % gordura/100) x kg de leite)]

3Energia do leite = [(0,0929 x % gordura) + (0,0547 x % proteina) + (0,0395 x % lactose)]

4Nivel de nitrogénio ureico no leite
5 Escore Linear de CCS (Contagem de células somaticas) é obtido através da férmula EL =

[Log2 (CCS/100.000)] + 3.
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Houve significancia nas trés interagées na producado de leite de 18 dias, justificado

pela produgao de leite maior nas primiparas do grupo controle em relagdo ao tratamento,
respectivamente (44,25 vs. 38,22; P<0,01), mas que nao foi encontrado nas novilhas (30,30
vs. 28,54; P=0,28), e mesmo as multiparas com valor numericamente menor do grupo
controle com o tratamento, ndo houve significancia (41,00 vs. 43,35; P=0,54). As curvas de
producao de leite até 30 dias de DEL, das novilhas, primiparas e multiparas, podem ser

visualizadas nas Figura 6, 7 e 8 respectivamente.
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Figura 6. Curvas de produgao de leite até 30 dias de DEL das nuliparas dos grupos Controle

e Mepron.
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Figura 7. Curvas de producéo de leite até 30 dias de DEL das primiparas dos grupos

Controle e Mepron.
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Figura 8. Curvas de producéo de leite até 30 dias de DEL das multiparas dos grupos Controle

e Mepron.
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Foi observado o mesmo comportamento com as primiparas (46,30 vs. 39,69;
P<0,01) maior produgdo no grupo controle comparado ao tratamento, mas nao foi
encontrado significancia para as novilhas (33,15 vs. 31,18; P=0,13) e nas multiparas (43,88
vs. 46,22; P=0,57). Assim como, na producdo de leite até dos 60 dias de DEL, onde
primiparas também produziram mais leite no grupo controle (47,28 vs. 41,79; P<0,01), e
novilhas também (36,92 vs. 34,27; P=0,02), apenas multiparas continuaram produzindo a
mesma quantidade de leite nos grupos controle e tratamento (46,79 vs. 49,05; P=0,77).
Entretanto, quando a producgao de leite é convertida para PLCE, PLC4% de gordura
e energia do leite, ndo houve diferenga entre os tratamentos. Como também nao houve
diferenga no restante das variaveis da composig¢ao do leite, com excec¢ao ao teor de proteina
e caseina do leite e o NUL. Vacas suplementadas com MP no pré-parto demonstraram maior
teor de proteina no pds-parto, e como a caseina esta diretamente relacionada com os niveis
de proteina no leite, essa variavel também obteve significancia. Em relagdo ao NUL, vacas
suplementadas também apresentaram menor quantidade no leite quando comparadas com
as vacas que nao receberam MP na dieta. Também foi observado significancia na variavel
escore linear de CSS, na interagao ordem e tratamento, justificado pelo escore do grupo
controle maior que do tratamento nas primiparas (2,08 vs 2,65; P=0,01).
Além dessas variaveis, foi realizado a analise do perfil de acidos graxos da gordura
do leite, nas amostras coletadas para avaliagdo da composicdo, os resultados estdo
apresentados na Tabela 10. E ndo foi observado nenhuma diferenga significativa quando

comparado os acidos graxos dos dois tratamentos.

Tabela 10. Perfil dos acidos graxos do leite de vacas leiteiras recém-paridas suplementadas
com MP (Mepron) durante o pré-parto (g/100g de gordura).

Tratamento' EPM Valor-P

Variavel
anave cT MP Ordem DEL L,
x Trat x Trat




AG Monoinsaturados (MFA)
AG Poli-insaturados (PFA)
AG Saturados (SFA)

AG Insaturados (UFA)
Acido Palmitico (C16:0)
Acido Estearico (C18:0)
Acido Oleico (C18:1)
Pré-formados

Misto

De Novo

0.29
0.34
0.56
0.32
0.26
0.11
0.25
0.34
0.30
0.26

0.28
0.04
0.57
0.32
0.27
0.1
0.25
0.34
0.30
0.26

0.003
0.001
0.002
0.003
0.001
0.001
0.003
0.003
0.001
0.002

0.01
0.70
0.28
0.01
0.20
0.18
0.09
0.25
0.45
0.54

0.27
0.67
0.01
0.16
0.35
0.67
0.76
0.88
0.06
0.36

0.26
0.22
0.28
0.35
0.21
0.95
0.38
0.67
0.60
0.62
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"Tratamento CT = controle e MP = Mepron® (Evonik, Industrias, Alemanha).

3.3.2 Colostro, IgG e peso do bezerro ao nascer

Essas variaveis foram coletadas no momento do parto, e informadas na ficha

individual de cada vaca. Com relagdo ao grau de brix do colostro, ndo houve diferenga

estatistica entre o grupo controle e tratamento, respectivamente (24,63 vs. 23,00; P=0,15).

Assim como, volume do colostro produzido no momento do parto (5,00 vs. 4,77; P=0,67) e

IgG sérico dos bezerros (6,01 vs. 6,12; P=0,31). O peso do bezerro foi mensurado através

de uma fita de pesagem especifica para recém-nascido, considerando animais machos e

fémeas, através da medicdo da circunferéncia da coroa do casco, e também nao observou

diferenga que o controle e tratamento (37,44 vs. 37,79; P=0,46). Em casos de parto gemelar,

era realizado o peso médio entre os bezerros.

3.3.3 Peso e ECC

O peso corporal e o ECC estdo apresentados na Tabela 11, e foram realizados na

entrada dos animais no lote pré-parto, no momento do parto e na saida do lote pds-parto.

Nao foi observado nenhuma diferenca entre os tratamentos controle e MP. Apenas uma

tendéncia (P=0,08), em mudanga de ECC, onde os animais do grupo Controle perderam

maior pontuagao de ECC, em relagdo ao grupo tratamento.
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Tabela 11. Efeitos da suplementagao de MP (Mepron) na dieta pré-parto no peso corporal e

no escore de condig&o corporal.

ltem CT MP EPM Valor-P
Peso 1 707.64 699.20 4.61 0.20
Peso 22 690.93 682.51 4.96 0.23
Peso 32 688.87 684.12 4.93 0.50
Mudanca Peso -19.55 -16.20 3.32 0.48
Ecc 12 3.26 3.21 0.03 0.28
Ecc 22 3.35 3.33 0.31 0.55
Ecc 33 3.16 3.19 0.35 0.57
Mudanca ECC? -0.10 -0.02 0.33 0.08

'Peso vivo e Escore de condigéo corporal na entrada do lote pré-parto

?Peso vivo e Escore de condigéo corporal no momento do parto

3Peso vivo e Escore de condigdo corporal na saida do lote pds-parto

“Mudaca de peso e ecc, obtido pela subtragédo dos valores no pré-parto com os valores na

saida do pos-parto.

3.3.4 Saude

Os niveis de BHB foram mensurados nos dias: D3, D7 e D14, e glicose no D7, através

do glicosimetro portatil, na intengao de avaliar o balango energético dos animais. Entretanto,

nao foi encontrado diferencga estatistica nos tratamentos, como demostrado na Tabela 12 e

na Figura 7.

Tabela 12. Efeitos da suplementag¢ao de MP (Mepron) no pré-parto nas concentragdes de [3-

hidroxibutirato nos dias +3, +7 e +14, e glicose no dia +7 apos o parto

Variavel CT MP SEM Valor-P
B-hidroxibutirato D3 0.65 0.62 0.04 0.64
B-hidroxibutirato D7 0.77 0.68 0.04 0.13
B-hidroxibutirato D14 0.75 0.64 0.06 0.23
B-hidroxibutirato 0.73 0.69 0.30 0.34
Glicose D7 4588 47.07 0.79 0.29
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Figura 9. Concentragdes de B-hidroxibutirato nos dias +3, +7 e +14 apds o parto, de vacas

suplementadas com MP (Mepron) no pré-parto e ndo suplementadas (CT).

Com relacao a incidéncia de doencas até os 60 dias de lactagdo, demonstrado na

Tabela 13, houve um numero muito baixo de ocorréncias nos animais, e ndo houve diferenga

estatistica entre os tratamentos.

Tabela 13. Efeitos da suplementacédo de MP (Mepron) na dieta pré-parto na incidéncia de

doengas até 60 dias de lactacédo.

Variavel Incidéncia (%) CT MP EPM Valor-P
Cetose clinica 4,67 (10/214) 3.74 5.61 0.67 0.50
Hipocalcemia clinica 1,87 (4/1214) 1.87 1.87 1.03 1.00
Deslocamento de abomaso 3,27 (7/1214) 3.74 2.80 0.80 0.69
Retencao de placenta 1,40 (3/214) 1.87 0.93 1.23 0.56
Metrite 1,87 (4/214) 3.74 0.00 0.53 0.97
Mastite 6,07 (13/214) 6.54 5.61 0.57 0.77
Incidéncia de 1+ doenga 6,07 (13/214) 7.48 4.67 0.60 0.37

3.4 DISCUSSAO

O objetivo deste experimento foi avaliar a eficiéncia da suplementacao de MPR no

pré-parto, com posterior suplementagdo no pos-parto, com a intengdo de observar se

suplementagao no pré-parto € necessaria e possui efeitos positivos no desempenho animal.
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No presente estudo, ndo foi encontrado diferenga na producéo de leite nas novilhas
e nas multiparas, apenas nas primiparas, que produziram mais leite no grupo controle.
Entretanto, ndo houve diferenga nas variaveis PLCE, PLC4% de gordura e energia do leite.
Estudo de Cardoso et al. (2021) também comparou vacas suplementadas com metionina no
pré (0,09% da MS) e no pés-parto (0,13%), e nao relatou aumento na producao de leite nas
multiparas e nas primiparas, e em PLCE, em relagdo ao grupo controle, mas aumentou a
concentracao de gordura e sélidos totais no leite. Enquanto, Potts et al. (2020) suplementara,
9 g no pré-parto e 13,5 g no pos-parto, e observou aumento no teor de gordura no leite e a
PLC4%G nas vacas multiparas, mas em primiparas ndao houve efeito na produgado e
composicdo do leite. Essa informacdo demonstra que primiparas e multiparas podem
apresentar respostas diferentes frente a suplementagao de metionina, devido a exigéncias
diferentes do animal, ou diferenca na producgao de leite.

Variagdes na resposta da suplementacao de MPR no periodo de transigdo, podem
acontecer por diversos motivos, como: duragado da suplementagdo, quantidade de MPR
oferecida, nivel de producédo do animal e estado fisiolégico. As diferengas no metabolismo
de vacas primiparas e multiparas no pré e pés-parto ainda ndo esta bem elucidado (Arshad
et al., 2020). Visto que, no presente estudo houve interagdo de paridade com tratamento,
apenas na producéo de leite durante os 3 periodos acumulados (18, 30 e 60 dias), mas nao
houve interagdo na composigao do leite. Logo, as primiparas podem ter se beneficiado com
aumento de proteina e caseina no leite, e melhor eficiéncia de nitrogénio, porém a adi¢cao
de MPR parece ter prejudicado a produgao de leite. Mais estudos devem ser realizados,
analisando com mais cautela a diferenca na demanda de metionina entre primiparas e

multiparas.
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Estudo avaliando diferentes niveis de MPR no pds-parto (8, 16 e 24g), relatou que a
aumento na producdo de leite em todos os niveis, em multiparas e primiparas, mas a
suplementacao de 16g foi a mais produtiva entre os niveis. As vacas suplementadas com
MPR, independente da quantidade, também produziram maiores teores de proteina no leite
(Lara et al., 2016). Assim como Guinard e Rulquin (1995), esses estudos indicam que a dose
ideal de metionina para favorecer a maxima producao de leite no pds-parto é de 15-16
g/vacaldia, e valores inferiores, como a dosagem utilizada no presente estudo, podem tornar
o produto ineficiente, entretanto apenas 8 g trouxe resultados na proteina do leite,
semelhante a dosagem de 9,8 g que foi utilizada no experimento realizado.

Sun et al. (2016), adicionou 15 g de metionina no periodo de pré e pds-parto, e assim
como no experimento conduzido, nao relatou aumento na produgao de leite, mas aumento
nos teores de proteina no leite. Elsaadawy et al. (2022) suplementaram multiparas no pré-
parto com MPR a 0,16% da MS e 0,12% no pds-parto, ndo observou aumento na produgao
de leite, mas teores de gordura, proteina e lactose, superiores comparados ao grupo
controle.

Esses efeitos favoraveis a suplementacdo de MPR sao reflexo da suplementacao
das vacas no pré e no pos-parto, sem a possibilidade de definir se os resultados sédo devido
a MPR no pré, ou a suplementagéo continua (pré e pés). E o objetivo do presente estudo foi
avaliar os beneficios da suplementagcdo no pré-parto, em conjunto com a adicdo desse
aminoacido apds o parto, em comparagao com animais que receberam apenas MPR no pos-
parto, porém, poucos estudos fizeram esse delineamento experimental. Lee et al. (2019)
notaram aumento no teor de proteina no leite nos animais suplementados no pds-parto,
independente se houve suplementagcdo ou ndo no pré-parto. Trabalho muito parecido de

Kudrna et al. (2009) também relatou aumento na produgéo e proteina do leite em vacas
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suplementas apds o parto, mas nao observou efeito oriundo da suplementacdo de MPR no
pré-parto. Diferente do resultado do experimento realizado, que a suplementacao pré-parto,
respondeu no aumento de teor de proteina, caseina e melhor NUL no pés-parto.

Muitos trabalhos mostram efeito principalmente no aumento no teor e na produgao
de proteina no leite com a suplementacdo de MPR no pré e no pés-parto (Sun et al., 2016;
Zhou et al., 2016; Elsaadawy et al., 2022). Isso pode ser justificado porque o aumento na
disponibilidade de metionina, pode favorecer a quantidade de proteina metabolizavel e o
balanco adequado de aminoacidos na circulagdo, e por serem precursores da sintese
proteica, proporcionam maior rendimento de proteina no leite (Gao et al., 2017). Visto que,
a glandula mamaria utiliza os aminoacidos livres da circulagdo para a produgao dessa
macromolécula (Backwell et al., 1996). Além disso, esse aminoacido sinaliza a mTOR (alvo
mecanistico de rapamicina), proteina quinase que além de atuar no metabolismo lipidico, é
principalmente responsavel pela sintese proteica (Appuhamy et al.,, 2012). Esse mesmo
mecanismo também pode explicar o aumento de caseina, devido esta representar 80% da
proteina no leite (NAN et al., 2014).

Os niveis de NUL podem refletir a eficiéncia no uso de nitrogénio. Quando ocorre
adicdo de MPR na dieta, os niveis de metionina plasmatico podem aumentar e favorecer a
utilizacdo dos aminoacidos para a sintese de proteina, e como consequéncia aumento na
proteina e caseina do leite (Muscher et al., 2010). O estudo realizado mostrou menor
concentracdo de NUL em vacas suplementadas com MPR no pré e pds-parto, que € um
resultado favoravel para o desemepenho das vacas. Uma vez que a suplementacao também
favoreceu os niveis de proteina e caseina na dieta. Ainda nao foi bem explicado a relacao
do NUL com os aminoacidos essenciais, mas Broderick et al. (2008) encontraram menor

NUL quando as vacas foram suplementadas com 15g de metionina durante a lactacéo.
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Entretanto, estudos com suplementacéo no periodo de transi¢ao, nao encontraram efeito em
NUL (Zhou et al., 2016; Toledo et al., 2023).

Ainda sobre os componentes no leite, era esperado encontrar algum resultado no
perfil de acidos graxos na gordura do leite, devido a relagédo principalmente do acido oleico
em mobilizagdo de acidos graxos para o figado, e possivelmente vacas nao suplementadas
poderiam apresentar maior quantidade desse componentes lipidico e de BHB, que pode ser
um indicador de saude hepatica, mas nao foi observado diferenca em nenhum perfil de acido
graxo na gordura do leite entre os tratamentos.

Os principais componentes dos acidos graxos nao esterificados (AGNE) sdo o acido
estearico, palmitico e oleico. Essas moléculas também s&o os principais acidos graxos do
tecido adiposo subcutédneo de vacas leiteiras e em processos de lipomobilizagdo, esses
componentes sao liberados na circulagédo e transportadas por albuminas (Douglas et al.,
2007; Kershaw et al., 2006). Esse transporte de acidos graxos no metabolismo, promove
uma alteracao no fluxo de acidos graxos que chegam na glandula mamaria, e pode impactar
o perfil da gordura do leite.

Em relacado a incidéncia de doencgas, nao foi encontrado diferenca estatistica entre
os tratamentos, provavelmente porque o numero experimental pode ser considerado baixo
para encontrar essa resposta, e como consequéncia houve poucas ocorréncias de doengas
no rebanho experimental. Assim como, Skenandore et al. (2017) que avaliou a saude de
vacas suplementadas no pré e poés-parto com 0,08% de MPR na MS, e nido observou
diferenga na incidéncia de doengas em relagdo ao grupo controle. Toledo et al. (2023) relatou
menor ocorréncia apenas de hipocalcemia subclinica no dia do parto, em vacas
suplementadas com 13 g de MPR no pré-parto e 28 no pds-parto, e maior concentragéo e

producdo de proteina no leite. Também n&o foi relatado efeito em BHB e glicose,
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colaborando com o presente trabalho e outros estudos (Socha et al.,2005; Preynat et al.,
2009). Enquanto Elsaadawy et al. (2022) encontrou menores niveis de BHB durante o pré-
parto e com tendéncia no pds-parto.

Outros estudos avaliando a suplementacédo de MPR no periodo de transigao,
também nao encontraram efeito no niveis de BHB e glicose no pds-parto (Zhou et al., 2016;
Batistel et al., 2018). Mas encontraram efeitos na agao de antioxidantes, principalmente a
glutationa, menor quantidade de espécies reativas ao oxigénio e melhor atividade
imunoldgica. Entretanto, Zhou et al. (2016) suplementou vacas no pré e no pés-parto com
0,08% da MS de MPR e observou uma tendéncia em menor ocorréncia de cetose clinica e
retencao de placenta no grupo tratamento. Osério et al. (2013) também relata uma tendéncia
a diminuigao de cetose. Esses autores relatam que as vacas suplementadas com MPR no
pré-parto apresentaram melhor sistema imunolégico e maior consumo de MS e por isso
tenderam a ter menos doengas no pés-parto.

Com relacéao a suplementagdao de MPR no pré-parto impactando na ocorréncia de
doengas no pos-parto, Lee et al. (2019) relatarma menor quantidade de CCS no leite de
vacas suplementas com MPR no pré e no pds-parto, em relagdo as vacas suplementadas
apenas no pos-parto, mas nao notou diferenca na ocorréncia de mastite. E no estudo
demonstrado, ndo foi encontrado resultado em CCS, apenas as primiparas controle, que
tiveram maior CCS quando comparado com as primiparas tratadas.

Colaborando com o resultado encontrado, estudos suplementando MPR no pré-
parto, também nao encontram efeito no peso corporal e no ECC das vacas no pds-parto
(Socha et al., 2015; Ordway et al., 2009). Mas Elsaadawy et al. (2022) observou menor

mudanca de ECC no pds-parto em vacas suplementadas no pré e no pés-parto com MPR.
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A adicao da metionina na dieta pode promover aumento de aminoacidos na
circulagao da vaca parturiente, e favorecer o transporte placentario desses aminoacidos para
o feto (Batistel et al., 2017). Nesse mesmo estudo, foi realizado a coleta de placentomas
para analise de expressao de genes e encontraram resultado positivo na expressao de
MRNA de genes envolvidos no transporte de aminoacidos, glicose e sinalizacdo da mTOR,
0 que pode justificar o maior tamanho dos bezerros no nascimento. Entretanto, o presente
estudo nao encontrou resultado no tamanho do bezerro ao nascer, assim como Potts et al.
(2020) também nao notou efeito no peso de bezerro no nascimento, de vacas suplementadas

com MPR no pré-parto.

3.5 CONCLUSOES

Os animais suplementados no pré-parto, com superior suplementagao no pos desse
estudo produziram maior teor de proteina, caseina e menor NUL, em relacdo aos animais
suplementados apenas no pos-parto. Entretanto, com um resultado inesperado na maior
produgao de leite das primiparas no grupo controle. Porém, é necessario mais estudo para
compreender o funcionamento da MPR no pré-parto, a concentragao adequada na dieta e
investigar as supostas diferengas entre paridade e as suas necessidades de suplementacao
com MPR nas primiparas. E assim, criar estratégias nutricionais mais assertivas e

preventivas aos desafios do pds-parto.
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