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RESUMO

O balanceamento de dietas por aminoacidos vem sendo difundido em fazendas leiteiras
ao passo que pesquisas tem sugerido a interacdo entre os metabolismos proteico e energético
na fisiologia de vacas leiteiras. Dessa forma o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
da suplementacdo de metionina protegida ruminalmente, associada ou ndo a uma fonte extra de
energia com dois perfis diferentes, sobre o desempenho produtivo, metabolico e sobre o
processo de sintese de gordura do leite em vacas de alta produgdo no meio da lactagdo. No
primeiro experimento, foram utilizadas 112 vacas multiparas da raga Holandesa com média de
2,8 £ 0,7 lactagdes, 184,7 + 66,8 dias em lactacao, 49,1 + 6,7 kg/d de leite, 4,1 + 0,6 %G ¢ 3,2
+ 0,2 %P. Os animais foram alocados em blocos em arranjo de tratamento fatorial em um dos
4 tratamentos: Controle, sem suplementacdo de gordura ou Met (CONT); Alta energia, com
suplementagdo de gordura hidrogenada, porém sem Met (AE); Controle, sem suplementagao
de gordura, porém com suplementagdo de Met (MET); Alta energia, com suplementagao de
gordura hidrogenada e com suplementacao de Met (METAE). O periodo experimental total foi
de 38 dias, sendo os trés primeiros dias utilizados para coleta de dados como covariaveis. As
variaveis mensuradas foram producao e composi¢ao do leite, parametros sanguineos e perfil de
acido graxos no leite. O grupo AE produziu mais leite (1,5 kg/d; P=0,02) e leite corrigido para
energia (2,0 kg/d; P<0,01). A suplementacdo de MET aumentou a producao leite corrigida para
energia (0,75 kg/d; P=0,01) e a excrecdo de energia diaria no leite (1,46 Mcal/d; P<0,01). A
concentracdo de proteina do leite foi incrementada pela suplementacdo de MET (3,30 vs.
3,11%; P<0,01) em relagdo aos animais do grupo CONT, porém a producao diaria de proteina
teve resposta para ambos os tratamentos, sendo que as suplementacdes de MET e AE
aumentaram (P<0,01) 80 e 70 g/d de proteina do leite, respectivamente. A concentragdo de
gordura do leite apenas aumentou pela MET (+0,26 pontos percentuais; P<0,01). Com relagdo
ao perfil de 4cidos graxos no leite, o tratamento AE reduziu a propor¢ao de C16:0 e aumentou
as propor¢des de C18:1 cll, C18:3 n3 e C17:0. Ja o tratamento MET também reduziu a
propor¢ao de C16:0, porém aumentou significativamente a propor¢ao de diversos mono e poli-
insaturados (C18:1 ¢9, C18:1 c11 e C18:1 c13). No segundo experimento, Utilizou-se 80 vacas
multiparas da ra¢a Holandés com 2,4 + 0,6 lactagdes, 159,5 £ 67,7 dias em lactagdo, 36,53 +
4,5 kg/d de leite, 3,3 = 0,7% G e 3,1 £ 0,2% P, seguindo o mesmo delineamento e periodo
experimental, porém com os 4 seguintes tratamentos: Controle, uma dieta com 23% de amido
(%MS) sem suplementagdo de agucar ou Met (CONT); Alta energia, com suplementacdo de
1,7%MS de agucar cristal, porém sem Met (AE); Controle, sem suplementagdo de agucar,
porém com suplementacao de Met (MET); e a interagdo de ambos os tratamentos (METAE). O
grupo AE produziu mais leite fluido (2,2 kg/d; P<0,01) e leite corrigido para energia (1,6 kg/d,;
P<0,01), além de aumento na producao didria de proteina e lactose. A suplementacao de MET
aumentou a concentracdo de P% (0,10 pontos percentuais P<0,01) e tendeu a aumentar a de
G% (0,13, P=0,11), porém sem nenhuma resposta em producdo didria de soélidos.
Interessantemente, houve redugdo de 0,09 pontos percentuais no teor de lactose (P=0,02) nos
grupos suplementados com MET. Houve um aumento significativo de 7,9% (P=0,05) na
eficiéncia do uso do N por kg de proteina produzida na interacdo entre MET e AE. A amplitude
de resposta a suplementacdo de MET parece ndo ser apenas aditiva, mas dependente do perfil
energético da dieta, onde dietas pouco glicogénicas parecem ser menos interativas com AA.

Palavras-chave: Aminoacido; Gordura do leite; Energia; Perfil de gordura do leite.



ABSTRACT

The balance of diets by amino acids has been widespread in dairy farms, while research has
suggested the interaction between protein and energy metabolism in the physiology of dairy
cows. Thus, the aim of the present study was to evaluate the effect of ruminally protected
methionine supplementation, associated or not with an extra source of energy with two different
profiles, on productive and metabolic performance and on the process of milk fat synthesis in
cows. of high production in the middle of lactation. In the first experiment, 112 multiparous
Holstein cows with an average of 2.8 &= 0.7 lactations, 184.7 + 66.8 days in lactation, 49.1 £ 6.7
kg/d of milk, 4, 1 £ 0.6 %F and 3.2 £ 0.2 %P. The animals were allocated in blocks in a factorial
treatment arrangement in one of the 4 treatments: Control, without fat or Met supplementation
(CONT); High energy, with hydrogenated fat supplementation, but without Met (HE); Control,
without fat supplementation, but with Met (MET) supplementation; High energy, with
hydrogenated fat supplementation and with Met supplementation (METHE). The total
experimental period was 38 days, with the first three days used for data collection as covariates.
The variables measured were milk production and composition, blood parameters and fatty acid
profile in milk. The HE group produced more milk (1.5 kg/d; P=0.02) and energy-corrected
milk (2.0 kg/d; P<0.01). MET supplementation increased energy-corrected milk production
(0.75 kg/d; P=0.01) and daily energy excretion in milk (1.46 Mcal/d; P<0.01). Milk protein
concentration was increased by MET supplementation (3.30 vs. 3.11%; P<0.01) in relation to
animals in the CONT group, but the daily protein production had a response for both treatments,
MET and HE supplements increased (P<0.01) 80 and 70 g/d of milk protein, respectively. Milk
fat concentration only increased by MET (+0.26 percentage points; P<(0.01). Regarding the
fatty acid profile in milk, the HE treatment reduced the C16:0 ratio and increased the C18:1
cll, C18:3 n3 and C17:0 ratios. The MET treatment also reduced the proportion of C16:0, but
significantly increased the proportion of several monounsaturated and polyunsaturated (C18:1
c9, C18:1 cl1 and C18:1 c13). In the second experiment, 80 multiparous Holstein cows with
2.4 + 0.6 lactations, 159.5 = 67.7 days in lactation, 36.5 + 4.5 kg/d of milk, 3.3 £ 0.7% F and
3.1 £ 0.2% P, following the same design and experimental period, but with the following 4
treatments: Control, a diet with 23% starch (%DM) without sugar supplementation or
Met(CONT); High energy, supplemented with 1.7% DM of crystal sugar, but without Met
(HE); Control, without sugar supplementation, but with Met (MET) supplementation; and the
interaction of both treatments (METHE). The HE group produced more fluid milk (2.2 kg/d;
P<0.01) and energy-corrected milk (1.6 kg/d; P<0.01), in addition to an increase in daily protein
production and lactose. MET supplementation increased the concentration of P% (0.10
percentage points P<0.01) and tended to increase that of F% (0.13, P=0.11), but without any
response in daily production of solids. Interestingly, there was a reduction of 0.09 percentage
points in lactose content (P=0.02) in the groups supplemented with MET. There was a
significant increase of 7.9% (P=0.05) in the efficiency of N use per kg of protein produced in
the interaction between MET and HE. The amplitude of response to MET supplementation
appears to be not only additive, but dependent on the energy profile of the diet, where low-
glycogenic diets appear to be less interactive with AA.

Keywords: Amino acid; Milk fat; Energy; Milk fat profile.
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1 INTRODUCAO E CONSIDERACOES GERAIS

O balanceamento de dietas para vacas em lactagdo tem sido modificado,
principalmente no que se refere ao balanceamento de dietas objetivando aumentos nas
concentracoes de sélidos no leite. Isto ocorre devido aos maiores desafios de alimentar vacas
de maior potencial genético, aos incrementos consideraveis dos custos com alimentagao
notadamente na ltima década e as mudangas no mercado de lacteos no pais. Além do maior
interesse e reconhecimento por parte dos produtores de que os teores de solidos do leite
possuem estreita relagdo com saude ruminal, algumas bacias leiteiras do pais passam por um
processo de valorizagdo dos teores de gordura (%G) e proteina (%P) do leite. Como exemplo,
atualmente em uma importante bacia leiteira do sul do pais, sistemas de pagamento encorajam
os produtores a aumentos de %G e %P de seus rebanhos, com possiveis bonificacdes de 10%
sobre o preco base, para cada ponto percentual adicional de %G e %P acima de 3,1% e 3,0%,
respectivamente (POOL LEITE, 2020).

Sabidamente o teor de gordura do leite ¢ mais responsivo a fatores dietéticos quando
comparado ao teor de proteina, principalmente em magnitude de resposta, seja ela negativa ou
positiva. Assim, o investimento ao se balancear uma dieta com objetivo de incrementar os teores
de gordura do leite podem parecer mais atrativos economicamente quando comparados ao
retorno sobre aumentos de proteina do leite, uma vez que em alguns mercados, como citado no
paragrafo anterior, ambos possuem bonificacdes com magnitudes semelhantes. Por outro lado,
tipicamente, os incrementos em proteina do leite acompanham os incrementos em volume de
leite, enquanto que aumentos no teor de gordura do leite, normalmente vém acompanhados de
declinio na producao de leite.

O balanceamento de aminoacidos (AAs) para vacas em lactagdo tem sido assunto de
interesse cada vez mais frequente, tanto devido ao avanco do conhecimento do metabolismo,
como pelo crescente interesse em maior producao de proteina do leite por unidade animal, ou
seja, pela otimizacdo da eficiéncia de uso da proteina dietética. H4 mais de 50 anos,
aminoacidos como metionina (Met) e lisina (Lys) sdo alvos de interesse de estudo na dieta de
vacas leiteiras, uma vez que ambos t€ém sido considerados como os principais AAs limitantes
nas dietas mais usuais de vacas especializadas. Porém, como serd abordado no préximo
capitulo, a definicdo de AA limitante, ou de seu papel como simples “bloco de construcao” da
caseina do leite e de outras proteinas lacteas e corporais, tem sido bastante questionada.
Percebe-se que alguns AAs possuem fungdes além de serem simples componentes de proteinas,

que possuem papéis centrais na modulacdo da sintese e catabolismo celular, sendo reguladores
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ou ativadores de diversos processos metabolicos dentro da célula, e assim nos levando a olhar
para alguns AAs de modo mais abrangente, com novas oportunidades, bem como sobre suas
respostas obtidas em diversos ensaios cientificos.

Dentre os 10-12 AAs categorizados como limitantes, Met tem recebido bastante
atengdo, certamente devido ao maior grau de evidéncia de sua deficiéncia em dietas baseadas
em soja e seus coprodutos como fontes proteicas majoritarias. Além de sua resposta bem
estabelecida por diversos trabalhos ao se balancear Met utilizando fontes protegidas
ruminalmente deste AA em aumento de proteina do leite, modulacdes do metabolismo de
gordura também tém sido observadas, tanto em experimentos in vivo como in vitro. Entender
0s mecanismos com que tais respostas se ddo, bem como as interacdes dietéticas e de
caracteristicas dos animais para tanto, permanecem em discussao na academia.

Mais recentemente, e felizmente encorajado com a recente publica¢do do novo modelo
do NASEM (2021), grupos de pesquisa tém sugerido e demonstrado que ambos, metabolismo
proteico e energético, nao funcionam de modo isolado, mas que interagem entre si. Tal hipotese

muda o modo com que nutricionistas de campo comumente pensam ao balancear dietas para
vacas lactantes. Atender o requerimento de proteina para producdo de proteina do leite passa a
nao ser mais uma fungdo apenas do fluxo intestinal de proteina sobre uma taxa fixa de eficiéncia
de utilizacdo, mas sim de uma interacao entre o perfil e o fluxo de AAs, e do aporte e perfil
energético da dieta, aumentando muito as opg¢des de formulacdo para atender uma mesma
resposta produtiva. Algumas lacunas ainda permanecem em discussdo, como por exemplo
como perfis diferentes de fontes energéticas (carboidratos estruturais, carboidratos nao
estruturais como amido e agucar, lipideos, etc.) interagem com o metabolismo aminoacidico
sobre as respostas em produgdo nao apenas de caseina, mas também de acidos graxos do leite.
A fim de se atingirem objetivos que serdo descritos a seguir, esta tese foi organizada em
capitulos, tomando-se por base a normatizagdo de trabalhos académicos da Universidade
Federal do Parana, atualizada em 2017.

O Capitulo 1 corresponde a revisao de literatura, onde serdo abordados temas como
metabolismo proteico, novas abordagens sobre AAs na dieta de vacas em lactacdo, interacao
entre metabolismo energético e aminoacidico, e possiveis efeitos da suplementagdo ou do maior
aporte de metionina sobre o desempenho e metabolismo.

O Capitulo 2 trata do efeito da suplementacdo de metionina protegida ruminalmente,
associada ou ndo a uma fonte lipidica extra de energia, sobre o desempenho produtivo e
metabolico de vacas leiteiras de alta producdo. Este capitulo teve por objetivo avaliar o
desempenho produtivo e parametros metabolicos de vacas leiteiras suplementadas com

metionina protegida ruminalmente, em 2 aportes distintos de energia dietética, ajustada com
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suplementagdo de uma fonte de gordura altamente saturada. Para identificar como o
metabolismo lipidico pode interagir com o suprimento de AAs, o perfil de acidos graxos do
leite também foi investigado.

O Capitulo 3 trata do efeito da suplementacdo de metionina protegida ruminalmente,
associada ou ndo a uma fonte extra de carboidrato ndo amilaceo (aglicar), em dietas de baixo
teor de amido, sobre o desempenho produtivo de vacas leiteiras em meio de lactagao.

Neste contexto, o objetivo da presente tese foi avaliar possiveis efeitos da
suplementagdo de metionina protegida ruminalmente, de modo isolado ou associado a um maior
aporte de energia, em vacas leiteiras durante os periodos de pico e meio de lactagdo, no
desempenho produtivo € no metabolismo lipidico. De modo especifico, identificar possiveis
relagdes do maior suprimento de metionina em vacas de alta produ¢do com o metabolismo
lipidico, bem como se fontes diferentes de energia (carboidratos ou lipidios) podem interagir

com 0 maior suprimento deste aminoacido sobre o desempenho animal.
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2 CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA

Quando falamos a respeito de formulacdo proteica na dieta de vacas leiteiras, um dos
primeiros nutrientes a serem discutidos por nutricionistas do mundo todo € o teor de proteina
bruta (PB) das dietas. Proteina bruta é definida para os alimentos como o conteudo de nitrogénio
multiplicado por um fator de 6,25. Esse fator ¢ baseado no fato de que a maioria das proteinas
contém 16% de N, com uma variacao de 15 a 18% de N (LEHNINGER, NELSON e COX,
2014). O conteudo de PB inclui proteina verdadeira (constituida por aminoacidos) e nao
verdadeira (nitrogénio ndo proteico).

Devido a populagdo microbiana no rimen, os ruminantes podem extrair energia de
carboidratos fibrosos e transformar fontes proteicas de baixa qualidade ou nitrogénio nao-
proteico em proteina microbiana de alta qualidade. No entanto, a microbiota ruminal tém a
primeira oportunidade de degradar a proteina verdadeira da dieta, o que dificulta a capacidade
de entender e quantificar o real fluxo de aminoacidos para as vacas e os requisitos para seus
fins metabolicos. A nutri¢do proteica do rimen e da vaca esta intrinsecamente ligada a nutri¢ao
de carboidratos que, sincronicamente, otimizam a eficiéncia do uso de nitrogénio (FOX et al.,
2004).

Embora o balanco de PB e nitrogénio ainda tenha um papel importante em fazendas
leiteiras pensando em manejo e comparacdo de nutrientes nos alimentos, do ponto de vista
nutricional, o conceito de PB tem sido deixado de lado, uma vez que a nutri¢do proteica de
vacas leiteiras vai muito além do uso da PB na dieta como um nutriente-alvo e agora esta focada
em atender as necessidades de amdnia para fermentagdo ruminal, sintese de proteina microbiana

e exigéncias de AAs da vaca (SCHWAB e BRODERICK, 2017).

2.1 PDR, PNDR E PM

O NRC (2001) e o NASEM (2021) definiram a proteina microbiana (PMic) e a
proteina ndo degradavel no rimen (PNDR) como fontes liquidas de proteina que fluem para o
intestino de vacas leiteiras. Ja a fragdo da proteina que ¢ degradada no rumen, e que ¢ utilizada
para atender os requerimentos ruminais de substratos nitrogenados, ¢ definida como proteina
degradéavel no ramen (PDR).

A proteina degraddvel no rimen (PDR) ¢ a fragdo da PB ingerida que ¢ catabolizada
pela microbiota do ramen. Esta degradagdo ocorre pela da acdo de enzimas secretadas pelos
microrganismos ruminais (proteases, peptidases e deaminases), que por sua vez, utilizam os

peptideos, AAs e amonia para multiplicagdo celular e sintese de proteina microbiana (PMic).
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Experimentos demostram que uma deficiéncia de PDR em vacas leiteiras pode levar a reducao
da digestibilidade da fibra ¢ do CMS devido a menor taxa de crescimento de bactérias
fibroliticas (ALLEN, 2000; LEE et al., 2012a; GIALLONGO et al., 2015).

Além do aporte de PDR, ou seja, de substratos nitrogenados, a producao de PMic ¢
funcao também do aporte de carboidratos (amido e fibra fermentaveis no raimen, por exemplo),
como foi sugerido pelo NASEM (2021) na predi¢do do fluxo intestinal de nitrogé€nio
microbiano e demonstrado por White et al. (2017). Comumente, a PMic corresponde a maior
fonte de proteina metabolizavel (PM) no intestino de ruminantes, podendo representar de 45 a
55% da PM (SANTOS, 2006). Assim, a predi¢do de Pmic e do fluxo de PNDR do riimen ¢ de
fundamental importancia no balanceamento de dietas, pois afeta diretamente o suprimento de
PM e consequentemente a composicao de AAs absorvidos no trato digestivo.

O fluxo de PNDR ¢ determinado pela combinagao entre taxa de passagem (kp) e taxa
de degradacao (kd) da fracdo B da proteina (NRC, 2001), ou seja, a degradabilidade da proteina
em qualquer dieta ou alimento especifico depende tanto de caracteristicas intrinsecas do
alimento em si quanto de caracteristicas do individuo alimentado. Quando a taxa de passagem
da fase solida da digesta pelo raimen ¢ mais lenta, a por¢do degradavel de determinada proteina
pode se tornar maior. O aumento apenas de PNDR em dietas de vacas leiteiras nado
necessariamente traz melhorias ao desempenho produtivo, principalmente se esta estratégia se
der as custas de reducao de PDR, levando a um menor fluxo de PMic para o duodeno (SANTOS
et al., 1998; SCHWAB e BRODERICK, 2017). Acima disso, os nutrientes que essencialmente
sdo requeridos pelos animais sdao os aminoacidos, oriundos tanto da digestao de PMic, quanto
pelas fontes de proteina alimentar verdadeira que escapam do rimen. A PNDR pode fornecer
uma fragao consideravel dos AAs exigidos pela vaca, embora represente geralmente menos de
50% do fluxo de AAs totais para o intestino.

Proteina metabolizdvel tem sido atualmente definida como a somatoria do fluxo
intestinal de PMic mais a PNDR (NASEM, 2021). Previamente, proteinas de descamacgao e
enzimas digestivas por exemplo, denominadas proteina endogena, também eram contabilizadas
nas estimativas de modelos nutricionais no pool de proteinas que compunham a PM. Mais
recentemente tal fonte deixou de ser incluida como fonte liquida de proteina, uma vez que por
sua sintese ser quase totalmente realizada nas porgdes gastrica e pré-gastrica, os AAs utilizados
para este processo de sintese sdo praticamente em sua totalidade de origem arterial, ou seja, tais
AAs foram previamente absorvidos e entdo utilizados para tal fim, ndo gerando assim um aporte
liquido efetivo para o animal. A partir do perfil de aminoécidos e da digestibilidade intestinal

tanto da PNDR como da PMic, temos por definicdo o pool de AAs digestiveis, que serao
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utilizados para atender os requerimentos de mantenca, producao, gestagao e crescimento de um
animal especifico.

Para predizer e reportar o balanco de PM e/ou AAs, modelos nutricionais amplamente
utilizados por nutricionistas a campo, utilizam sobre o fluxo de proteina verdadeira da PM uma
taxa de eficiéncia fixa de utilizacdo para predi¢ao de produgao de proteina do leite, conceito
adotado pelo NRC (2001), no entanto, amplamente criticado pela academia atual (LAPIERRE
et al., 2020; HANIGAN et al., 2018). Dados atuais sugerem que tal eficiéncia ndo apenas ¢
variavel em fun¢ao do fluxo de AAs (DOEPEL et al., 2014), mas também de energia (DANIEL
et al., 2016). Esta discussao serda novamente abordada com mais atengao nos proximos topicos
desta revisao.

Embora as fracdes PB, PDR e PNDR ainda sejam consideradas por muitos
nutricionistas na formulacdo de dietas, os artigos publicados no Journal of Dairy Science,
iniciados ha mais de 60 anos nesta area do conhecimento, fornecem evidéncias das limita¢des
em confiar unicamente na proteina bruta ou metabolizavel como nutrientes para os quais

poderiamos basear as exigéncias proteicas de vacas leiteiras.

2.2 AMINOACIDOS ESSENCIAIS E O CONCEITO DE LIMITANTE

Desde que o significado nutritivo do AA foi reconhecido, sabe-se que parte dos AAs
nao podem ser sintetizados pelo animal ou sdo sintetizados a uma taxa insuficiente, para atender
aos requisitos de sintese proteica. Esses aminoacidos foram denominados como AA essenciais
(AAE): histidina (His), isoleucina (Ile), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met),
fenilalanina (Phe), treonina (Thr), triptofano (Trp) e valina (Val) (SCHWAB et al., 1976). Os
AAs restantes, embora necessarios para a sintese proteica, podem ser sintetizados pelo animal
em taxas satisfatorias a partir de outros AA, e assim sdao denominados de AAs nao essenciais
(AANE). As cadeias polipeptidicas que constituem proteinas contém ambos, porém os AANE
podem ser sintetizados pela vaca leiteira a uma velocidade suficiente para suas fungdes
biologicas. No entanto, ha um subgrupo dentro do AANE para o qual a biossintese nao ¢
suficiente para suportar altos niveis de producado, e esses t€ém sido chamados de AAs semi-
essenciais (LAPIERRE et al., 2007). A arginina (Arg) ¢ um AA tipico desse grupo, pois a
sintese de novo pode representar até 40% do suprimento total do animal (DOEPEL et al., 2004).
Teoricamente, a histidina também pode ser sintetizada por mamiferos, mas a via sintética tem
capacidade muito limitada e, portanto, a sintese endogena ¢ geralmente ignorada. Foi sugerido
que a glutamina (GIn) também pode ser classificada como semi-essencial sob certas

circunstancias, especialmente proximo ao parto (DOEPEL et al., 2006). Pouco ainda se sabe
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deste “novo” grupo de AAs, principalmente sobre as taxas de sintese de novo, informagdes
essas necessarias para obter uma estimativa precisa do suprimento do animal.

Sabe-se ha décadas que os animais exigem AAs para a sintese de proteinas teciduais,
reguladoras e secretoras, além de dezenas de compostos como hormonios, neurotransmissores,
nucleotideos (RNA e DNA), histamina, dentre outros, ¢ que estes precisam ser sintetizados
diariamente. Porém muito que se sabe atualmente sobre as exigéncias destes aminoacidos, foi
usando a abordagem de aminoacidos como ‘“blocos de constru¢do” de proteinas, que
obviamente ndo deixa de ter sua importancia.

Em vacas leiteiras, a producdo de proteina do leite tem sido prevista e compreendida
com base em uma abordagem fatorial empirica impulsionada pela energia fornecida para a
lactagdo, o pool de AA digestivel (referido como PM), e o contetdo relativo do AA mais
limitante neste pool comparativamente ao perfil da caseina do leite (NRC, 2001). Essa
abordagem assume que o suprimento do substrato impulsiona a sintese de proteinas do leite, e
quando um dos fatores ¢ limitado (como por exemplo PM), a sintese de proteinas do leite ¢
reduzida. Como resultado, as necessidades de AAs podem serem superestimadas, as vacas
sobrealimentadas com proteina, € uma grande quantidade de N excretado no esterco (APELO
et al., 2014).

Essa abordagem baseada em substrato ¢ descrita sobre 0 AA mais limitante em ratos
(MITCHELL e BLOCK, 1946), que levou ao desenvolvimento da teoria do AA limitante
conhecida mundialmente. Com base nessa teoria, cada fungdo biologica (por exemplo,
producao de leite) requer um perfil de AA ideal, e apenas a suplementagdo com o AA mais
limitante em relagdo a esse perfil ideal pode aumentar a resposta produtiva. Tal teoria ainda se
baseia na lei do minimo, que afirma um conceito semelhante, mas em relagdo aos minerais na
nutricdo das plantas, e na lei de conservagdo da massa de Lavoisier. Nao incorretamente, a
quantidade de AA essencial individual necessaria para sintetizar uma determinada quantidade
de proteina do leite de fato deve ser fornecida (ou entdo obtida através do furnover de proteinas
do proprio corpo) como substrato para traducdo, ou essas proteinas ndo podem ser
completamente sintetizadas.

Ao assumir o conceito de AA limitante, ou seja, onde a resposta produtiva ¢é
basicamente determinada pelo substrato, algumas evidéncias bioldgicas pouco podem ser
explicadas, como por exemplo a absor¢ao de AAs pelo tecido mamario (PSZCZOLKOWSKI
e ARRIOLA APELO, 2020). Esta por sua vez pode mudar drasticamente em resposta a dois
fatores; ou por uma altera¢do do fluxo sanguineo para o tecido, ou pela afinidade do tecido por
determinado aminoécido. Bequette et al. (2000) demonstraram claramente este fato em seu

estudo com cabras leiteiras, onde a restricdo de His levou ndo apenas a um maior fluxo de
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sangue para o tecido mamario, como também por um aumento de 43 vezes na afinidade
mamaria por aquele AA. Um sistema puramente orientado por substrato nao pode explicar a
resposta de producdo observada; caso contrario, a producao de proteina do leite teria caido
proporcionalmente a queda de 90% na His plasmatica observada. Contrariamente, as células
mamarias aumentaram muito sua afinidade pela His para atender a demanda pela sintese de
proteinas do leite, que caiu apenas 18%.

Outro exemplo da nd3o orientagdo da resposta produtiva pelo sistema biologico
determinada pelo AA mais limitante como substrato foi demonstrada no estudo de Yoder et al.
(2020). Neste experimento, a infusdo jugular de Leu e Ile ndo apenas aumentou a captagdo
mamaria de varios AAs devido ao aumento do suprimento sanguineo, mas também aumentou
a afinidade mamaria e a captacao de His, um dos AAs limitantes. No mesmo experimento, uma
infusdo combinada de His, Lys e Met também aumentou a producdo de proteina do leite, e
surpreendentemente isso aconteceu sem aumentar a absor¢do liquida de dois dos AAs
infundidos, His e Met. Enquanto isso, a afinidade pela Lys (o AA mais limitante nas dietas
experimentais) foi mantida, aumentando a captagdo deste AA para suprir a producdo no leite.
A infusdo desses trés AA também reduziu a taxa de absorcao de outros AAs, possivelmente
para apoiar o aumento da producao de leite. Embora a tltima resposta possa ser explicada pela
teoria limitante de AA, a resposta a Ile e Leu ndo pdde. Em vez disso, as respostas fisiologicas
adaptativas ao tratamento resultaram em maior fluxo sanguineo e, por sua vez, fornecimento e
absor¢do de AA total e afinidade mamaria por AAs ndo infundidos. De forma até fascinante,
quando tanto o substrato como o AA estimulador foram fornecidos, a resposta na produgao de
proteina do leite foi 46% maior do que um efeito estritamente aditivo. Essas pesquisas basicas
nos fornecem evidéncias claras de que a glandula mamaria pode, de fato, mudar sua afinidade
por AAs individuais.

Os aminoacidos comecam a ser compreendidos ndo apenas como unidades estruturais
das proteinas, mas também como importantes sinalizadores e ativadores de processos
anabolicos e catabdlicos dentro das células de diferentes tecidos. Este conceito estd mais
consolidado em outras espécies, particularmente aves e suinos, e em bovinos leiteiros passou a
receber certa importancia nos ultimos 10-15 anos. Com esta abordagem, os estudos abrem
espaco para outra questdo interessante, que ¢ a interacdo entre os diferentes metabolismos
(energético, lipidico, sistema imune, etc.) com o status aminoacidico das células (HANIGAN
et al., 2018). Tais observacdes discutidas acima sugerem que o impacto que diferentes
suprimentos de AAs tém no metabolismo, bem como a eficiéncia com que estes serdo utilizados
nos processos de sintese, sao dependentes da intera¢do de outros fatores dietéticos e do proprio

status hormonal do animal.
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2.3 DEMANDA DE AMINOACIDOS PARA VACAS EM LACTACAO

Na década de 70, com o objetivo de tentar identificar quais AAs seriam 0s mais
limitantes para vacas leiteiras alimentadas com dietas a base de milho, sem suplementacao
proteica, 5 experimentos de infusdao abomasal foram conduzidos por Schwab et al. (1976).
Aminoacidos isolados e misturas de diferentes AAs foram infundidos nestes animais, que
apresentavam producao de leite média de 29 kg/d, um consumo de matéria seca (CMS) médio
de 19 kg/d e alimentados com uma dieta de 11% PB em média. Como conclusdo dos
experimentos, os autores ressaltaram alguns pontos importantes: 1) a porcentagem de proteina
do leite (%) foi mais sensivel que o rendimento de proteina (kg) como critério de resposta as
infusdes de AAs; 2) Met isolada ndo teve efeito nas medigdes de producao; 3) Lys isoladamente
resultou em 16% da resposta ao rendimento de proteina do leite obtida com caseinato de sodio,
enquanto Lys e Met juntos responderam por 43% dessa resposta de proteina do leite; 4)
ocorreram poucas alteragdes nas concentragdes plasmaticas de outros AA quando Lys e Met
foram infundidas em conjunto; e 5) a resposta na porcentagem e na producdo da proteina do
leite com os 10 AAE foi de mesma magnitude que a do caseinato de sédio, indicando que os
AANE nao eram limitantes naquela ocasido.

Numerosos experimentos desde entdo identificaram Met e Lys como os 2 AAs mais
limitantes para vacas leiteiras em lactacdo alimentadas com dietas a base de milho e soja. O
NRC (2001) também demonstrou a importancia da Met e da Lys como os dois AAs mais
frequentemente limitantes para vacas, utilizando uma abordagem de dose/resposta com a
producao de proteina do leite. Segundo esta referéncia, as concentracdes dtimas sugeridas para
maximizar a utilizagdo da PM e a produgdo de proteina do leite foram de 7,2% de Lys e 2,4%
de Met na PM. Apds a publica¢do do NRC (2001), recomendagdes de carater mais “comerciais”
foram sugeridas; 6,6-6,9% Lys e 2,2-2,3% Met, mas sempre sugerindo uma relacdo 6tima de
3:1 entre Lys/Met. Isso € coerente com a observacao de que a concentragao destes dois AAs ¢
baixa na maioria dos alimentos utilizados para vacas em lactagcdo, se comparada a concentracao
deles na proteina microbiana, na proteina do leite e no tecido muscular bovino, segundo revisao
publicada por Schwab e Broderick (2017).

Pesquisas realizadas apods a publicacdo do NRC (2001) confirmaram esses achados
(NOFTSGER e ST-PIERRE, 2003; SOCHA et al., 2005; ST-PIERRE e SYLVESTER, 2005;
ORDWAY et al., 2009; APPUHAMY et al., 2011; CHEN et al., 2011; LEE et al., 2012b;
OSORIO et al., 2013; GIALLONGO et al., 2016; ZHOU et al., 2016). Com base neste

conhecimento prévio e no volume de informacgdes disponiveis, técnicos a campo e parte da
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academia cientifica dedicaram esforcos pesquisando e encontrando meios de balancear tais AAs
em dietas de vacas leiteiras. Porém, outra parte da comunidade cientifica passou a olhar os AAs
de modo mais mecanicista e dindmico, dando atencao para um grupo de AAs que ha tempo sao
conhecidos na nutricdo humana e de monogéstricos, denominados TorAminoéacidos (TorAAs),
compreendidos principalmente por Leu, Ile, Met e Lys (OSORIO et al., 2016).

De fato, a maioria dos modelos classicos norte-americanos (NRC, 2001; FOX et al.,
2004) investiram tempo e esfor¢os para desenvolver submodelos ruminais para obter uma
previsao adequada do fluxo de proteinas disponivel no intestino. Apesar do ajuste fino desses
modelos ainda ser necessario para melhorar as previsdes, trabalhos como Bateman et al. (2001)
e Pacheco et al. (2006) sugerem que as estimativas estdo muito proximas dos valores realmente
mensurados in vivo. Como os fluxos de proteina ou AA para o abomaso e intestino sao
estimados, as previsdes de produgdao de proteina do leite a partir deste aporte de proteina
intestinal sdo baseadas em uma eficiéncia tinica para todos os AAs, independente da oferta do
mesmo ou da concentracdo e interagao dos demais AAs ou de outros fatores como suprimento
energético e estagio de lactagao por exemplo. Segundo Fox e Tedeschi (2003) tal simplificagao
do complexo biologico da lactacdo foi necessaria como ponto de partida, uma vez que “o
conhecimento do metabolismo dos nutrientes ndo ¢ tdo avangado quanto a previsdo da
fermentacdo ruminal, devido as rotas metabodlicas quase infinitas que conectam varios
compartimentos teciduais e metabolicos, e as multiplas interagdes e as sofisticadas regulacdes
metabdlicas que determinam a parti¢do dos nutrientes absorvidos.” Reconhece-se entretanto,
que essa relacdo linear entre oferta e producdo € biologicamente irrealista (LAPIERRE et al.,
2007; HANIGAN et al., 2018).

Schwab et al. (2009) e Whitehouse et al. (2009) reavaliaram os graficos de
dose/resposta de Lys e Met, e repetiram as mesmas analises estatisticas, com 0os mesmos bancos
de dados do NRC (2001), gerando os mesmos graficos de Lys e Met para outros softwares de
formulacao de dietas para vacas leiteiras baseados no modelo nutricional CNCPS, como CPM-
Dairy e AMTS. Segundo os autores, esperava-se que devido as diferengas intrinsecas entre estes
modelos, que as concentragdes necessarias de Lys e Met na PM para a maxima produgdo de
proteina do leite poderiam ser diferentes.

Como esperado, ha diferengas entre os resultados obtidos com NRC (2001), CPM-
Dairy e AMTS.Cattle (Tabela 1). Isso era esperado, ja que os modelos diferem na abordagem
de previsdao de suprimento de AAs. Tais diferengas de abordagem levam a diferencas nos
suprimentos previstos de PDR, PNDR, PM e na concentragdo de AAs na PM. O modelo de
predicdo de AA no NRC (2001) ¢ de natureza semi-fatorial, onde alguns dos parametros sao

determinados por regressao. Em contraste, o CPM-Dairy e o AMTS usam abordagens fatoriais
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para prever fluxos de AAs para o intestino. A versao mais recente do CNCPS modificou os
pools de carboidratos e as taxas de degradacao de carboidratos das fracdes Al e B1. As fragdes
soluveis (por exemplo, aciicar ¢ NNP) fluem com a fase liquida em vez da fase solida, assim
como as equacdes de taxa de passagem foram modificadas. O resultado dessas e de outras
alteragdes levou a redugdes na degradacao ruminal dos carboidratos, aumentou o fluxo de PDR
e reduziu o fluxo de PMic; em consequéncia também os fluxos previstos de Lys e Met para o

intestino delgado.

TABELA 1 - PONTO DE INTERRUPCAO ESTIMADO PARA AS CONCENTRACOES REQUERIDAS DE
LYS E MET NA PM PARA CONTEUDO E PRODUCOES MAXIMAS DE PROTEINA DO LEITE PARA OS
MODELOS NRC, CPM E AMTS USANDO A BASE DE DADOS DO NRC (2001) (SCHWAB ET AL., 2009,
WHITEHOUSE ET AL., 2009

Modelo NRC
Otima Lys Otima Met Otima Lys/Met
Conteudo de proteina no leite (%) 7,24 2,38 3,0
Producao de proteina do leite (g/d) 7,08 2,35 3,0
Modelo CPM
Contetdo de proteina no leite (%) 7,46 2,57 2.9
Producao de proteina do leite (g/d) 7,51 2,50 3,0
Modelo AMTS
Conteudo de proteina no leite (%) 6,68 2,40 2,78
Producao de proteina do leite (g/d) 6,74 2,31 2,92

No recém-lancado NASEM (2021), particularmente duas mudangas foram muito
importantes quando pensamos em fluxo de AAs para o intestino, € consequentemente
balanceamento de AAs. A primeira delas foi a redugdo das propor¢des de PNDR dos alimentos,
que como demonstrada por Hanigan et al. (2020), eram demasiadamente altas no modelo do
NRC (2001). Assim, ao assumir taxas fixas de passagem para as fracdes B da proteina, adotadas
no novo modelo, particularmente alimentos concentrados tiveram grande reducdo na
expectativa de passagem de PNDR, e isso aumenta a contribui¢do da composi¢ao da PMic como
porcentagem da PM, trazendo mudangas importantes na composi¢cdo de AAs que teoricamente
chegam no intestino. Concomitantemente, outra mudanca importante foi a participacao de
protozoarios na massa microbiana de proteina que flui para o intestino. O novo modelo assume

16,5% de participagdo, e isso impacta especificamente alguns AAs como Lys, que possuem
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concentracdes quase duas vezes maior em protozoarios comparativamente a bactérias (JENSEN
et al., 2006; FESSENDEN et al., 2017). Tais alteracdes do modelo nutricional podem mudar o
modo com que olhamos para alguns AAs e suas possiveis deficiéncias frente ao
requerimento/suprimento.

Quando pensamos a respeito das exigéncias de AAs de uma vaca leiteira,
principalmente de animais no periparto, alguns trabalhos t€ém nos sugerido que o perfil de AAs
exigidos pelos animais ndo ¢ constante em todas as fases de vida e de produgdo. Este seria o
resultado de fatores como, quais processos bioldgicos estdo ocorrendo mais assiduamente e
geram maiores demandas de AAs no organismo, da deficiéncia prévia destes animais, assim
como da composi¢ao da dieta que ¢ ofertada.

Além do balango energético negativo (BEN), muito discutido nas Gltimas décadas, um
balanco proteico negativo (BPN) no pds-parto imediato, as vezes de igual ou até maior
relevancia que o BEN, tem sido agora caracterizado e discutido. Estima-se que o nadir ou ponto
minimo do balango proteico negativo pds-parto ocorra em torno do sétimo dia; depois disso
diminuindo sua magnitude e se tornando positivo at¢ a quarta semana pos-parto (BELL et al.,
2000). A proteina disponivel neste periodo parece ser particionada para propositos glicogénicos
apenas no periodo pds-parto imediato, uma vez que os AAE ndo contribuem mais para a
liberagdo de glicose hepatica em carater liquido no periodo pos-parto (LARSEN e
KRISTENSEN, 2013).

Com objetivo de estudar a magnitude deste BPN e do metabolismo de AAs em vacas
recém-paridas, Larsen et al. (2014) infundiram caseina no abomaso de vacas leiteiras de modo
a suprir todo o déficit de proteina metabolizavel estimada até o 29° dia apods o parto, ou seja,
reduzir o balango de proteina metabolizavel para préximo a zero. A produgdo de leite foi
aumentada em impressionantes 7,2 kg/dia de 1 a 29 DEL, bem como a producao de proteina do
leite foi incrementada em 452,43 g/dia. Segundo os autores, a redu¢ao de apoptose precoce de
células alveolares apds o parto pode explicar parte do aumento e, principalmente, da
persisténcia do incremento de produgdo, mesmo apds o término do periodo de infusdo de
caseina, uma vez que houve maior fornecimento de nutrientes para as cé¢lulas mamarias.

Um ponto que nos chama muita aten¢do nos experimentos citados acima, ¢ que os AAs
mais deficientes para estes animais nao foram Met e Lys como estamos acostumados a discutir,
mas sim leucina (Leu). Com tal evidéncia, outro grupo de pesquisadores (YEPES et al., 2019)
investigaram os efeitos da suplementagdo de AAs de cadeia ramificada (Leu, Ile e Val) em
vacas recém-paridas, porém nao encontraram nenhum efeito, além do aumento circulante destes
AAs no plasma frente a suplementacao. Mais recentemente, Tebbe e Weiss (2021) investigaram

a resposta de primiparas e multiparas ao serem alimentadas com dietas adequadas em PM no
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poOs-parto imediato com um blend de AAs (Met, Lys e His), comparativamente a uma dieta
convencional (e muito comum de ser encontrada alimentando vacas recém paridas em fazendas
comerciais), com 16,9%PB. Uma observagdo importante ¢ que, para conseguir chegar ao
balanco adequado de PM, os pesquisadores avaliaram uma dieta com 20%PB, com adi¢do de
um blend de PNDR e AAs. A resposta em produgdao comparando a dieta convencional com a
PM ajustada foide 2 e 5 kg a mais de leite corrigido para energia, para primiparas e multiparas,
respectivamente. Outro ponto interessante foi a reducdo de marcadores de BPN em animais
alimentados adequadamente para sua demanda de PM.

Ainda tratando de vacas no periodo de transicdo, normalmente estas apresentam um
aumento na lipdlise do tecido adiposo devido a alteragdes hormonais, como redu¢do da insulina
circulante (e aumento da insensibilidade do tecido adiposo, conhecida por resisténcia a
insulina), aumento das catecolaminas e do glucagon e aumento do hormonio do crescimento.
Por consequéncia aumentam as concentragdes de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) no
sangue, além da grande demanda que se inicia para a producao de leite. Para que o
aproveitamento maximo desses acidos graxos livres ocorra ¢ a saude hepatica também seja
preservada, a via metabolica que leva a oxidacdo completa destes compostos seria desejada.
Uma organela importante dentro dos hepatdcitos onde este processo ocorre € a mitocondria, e
a carnitina ¢ fundamental para o transporte de AGNE a partir do citosol para o interior das
mitocondrias, onde ocorre a B-oxidacado (DRACKLEY, 1999). A metionina ¢ requerido para a
sintese de carnitina (CARLSON et al., 2007); portanto, a maior concentragdo hepatica de
carnitina (82,1 vs. 37,5 nmol/g de tecido) que foi detectada em vacas suplementadas com Met
indica uma maior biodisponibilidade desta para a sintese de carnitina (OSORIO et al., 2014).
Do mesmo modo, Tang et al. (2015) identificaram grande dependéncia de Met para a
biossintese de carnitina em cultura celular. A via de biossintese deste AA ja ¢ bem estudada e
esclarecida, e demonstra em sua via metabdlica a dependéncia do aminoacido metionina
(REBOUCHE, 1988), sugerindo um possivel maior aproveitamento por alguns tecidos como
muscular e hepatico em oxidar lipideos para a obtencdo de energia, tornando o animal mais
eficiente.

A Met também ¢ um aminoacido essencial envolvido no transporte de lipidios do
tecido hepatico para outros tecidos como a glandula mamaria, auxiliando na sintese de
apolipoproteinas utilizada na estrutura de formacao das lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL). Especificamente sugere-se que desempenha papel vital na transferéncia de unidades
de carbono em vacas leiteiras, modulando a sintese de S-adenosilmetionina (SAM) no ciclo de
1 Carbono, e este funciona como um doador de grupos metil na formacdo de

fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina (OSORIO et al., 2014).
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Outros pesquisadores sugerem que Histidina (His) € provavelmente um potencial AA
limitante ap6s Lys e Met, particularmente quando as vacas sdo alimentadas com dietas com
baixo teor de PB (deficientes em PM), com dietas baseadas em silagem de milho e alfafa (LEE
et al., 2012; GIALLONGO et al., 2016). Esta potencial deficiéncia faz sentido quando
observamos o baixo conteudo de His nas bactérias e protozodarios sintetizados no rimen em
comparagdo com o leite (NRC, 2001; SOK et al., 2017). Possivelmente quanto maior for a
contribuicdo da PMic no total de PM fornecido diariamente para os animais, maior sera a
deficiéncia de His.

Importante ressaltar que determinar a deficiéncia de um AA ¢ dependente basicamente
do seu fluxo de entrada em um sistema, frente ao fluxo de saida ou acrecdo do mesmo. Em
vacas leiteiras, entendemos que o fluxo intestinal ¢ determinado tanto pela composi¢ao da
proteina dietética como pela participacdo e composicao da PMic. Tais estimativas e balancos
precisam ser feito por nutricionistas com auxilio de um modelo matematico que, na melhor das
hipdteses, sera proximo a realidade para um certo grupo de animais similar aos que foram
utilizados para desenvolver o modelo. Isso nos leva a diversos questionamentos, que se
acentuam ao comparar tais balancos entre os diversos modelos nutricionais disponiveis. Alguns
pontos discutidos acima nos fazem refletir a respeito do real requerimento e/ou deficiéncia de
diversos aminoacidos, uma vez que modelos mais atualizados e, teoricamente mais precisos
para refletir o processo bioldgico, sugerem que algumas teorias assumidas como verdadeiras a

décadas, hoje sdo no minimo questionaveis.

2.4 APORTE DE AMINOACIDOS E DESEMPENHO DE VACAS EM LACTACAO

A resposta ainda mais frequentemente encontrada, e facilmente mensurada, nos
experimentos que suplementam ou realizam balanceamento de AAs ¢ o aumento do percentual
de proteina do leite e citaremos 3 meta-analises para abordarmos tais resultados. No seu estudo
meta-analitico, Vyas e Erdman (2009) avaliaram o efeito do suprimento de Lys e Met em g/d
de 23 estudos publicados com vacas em lactagdo. As respostas observadas de proteina do leite
ao consumo diario de Met foi de 4 g de proteina verdadeira do leite por grama de ingestdo
metabolizavel de Met, dentro de um banco de dados com variagao de 25 a 70 g por vaca/dia de
Met. Da mesma forma, as respostas de proteina do leite a Lys foram de 3,2 g de proteina do
leite por grama de ingestdo de Lys metabolizavel, com varia¢ao de consumo de Lys entre 80 a
203 g por vaca/dia.

Na meta-analise conduzida por Patton (2010), 35 estudos foram utilizados para avaliar

os efeitos dos niveis de Lys e Met na PM nas respostas em produgao de leite e proteina do leite.
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Neste estudo temos uma interessante comparacao das dietas quanto aos diferentes cenarios onde
a dieta apresentava deficiéncia ou ndo dos dois aminoacidos segundo o modelo matematico, e
a resposta desta frente a suplementagdo. No geral, a adi¢do de Met as dietas aumentou a
producdo de proteina do leite, tanto em porcentagem (0,07%) quanto em rendimento (27 g/d).
O consumo de MS diminuiu levemente, enquanto a produgdo de leite aumentou de maneira
muito timida. Quando as vacas com um balango positivo previsto de AAs foram suplementadas
com Met, a produgdo de leite aumentou, mas quando o balango de AAs na dieta foi negativo, a
producao de leite foi reduzida. O autor ressaltou que nenhuma evidéncia da suporte a
necessidade de um alto nivel de Lys como pré-requisito para obter uma resposta na proteina do
leite frente ao suprimento de Met, como sugerido pelo modelo do NRC (2001).

Mais recentemente, Lean et al. (2018) utilizaram as predicdes de fluxo de AAs do
modelo CNCPS em sua meta-analise de 63 experimentos, com o objetivo de analisar os efeitos
do suprimento metabolizavel de AAs no desempenho de vacas leiteiras. O aporte de Met
metabolizavel (g/d) previsto pelo CNCPS foi associado forte e positivamente a porcentagem e
producao de proteina do leite, mesmo com pequenas variagdes no aporte (51,91g vs. 56,96 g/d).
A producao de leite, entretanto, foi associada positivamente com His, Leu e Trp. O rendimento
de proteina verdadeira do leite também foi associado aos niveis de Leu metabolizavel, enquanto
novamente Lys prevista em g/d ndo alterou o desempenho dos animais. Os niveis de Lys
metabolizavel, porém, foram menores do que os normalmente recomendados, bem como a
alteracdo com as suplementacdes foram muito pequenas (157 g vs. 162 g).

Recentemente, um trabalho realizado por pesquisadores da Universidade de Illinois
(FEHLBERG et al., 2020), suplementando grandes quantidades de Lys (7,15%PM) em vacas
no periodo de transi¢do, conseguiram respostas bem diferentes, com aumentos significativos de
producdo de leite corrigida para energia. Ainda existem diversas lacunas em aberto quando se
estuda Lys, e certamente um dos questionamentos sdo os niveis de suprimento intestinal deste
aminodcido necessario para observarmos resposta, bem como a qualidade da prote¢ao dos
produtos disponiveis no mercado. Assumindo o novo NASEM (2021), o aumento consideravel
de Lys na PMic devido a maior participagdo de protozoarios na sua composi¢ao, juntamente
com a maior dependéncia da PMic para o fluxo total de PM, como ja discutido em tdpicos
anteriores, sugerem que talvez a auséncia de resposta ou minimamente sua inconstancia em
diversos experimentos nos ultimos 20 anos frente a suplementagdo ou ao balanceamento de
Lys, com um incremento médio de 5,7 para 6,4% de Lys na PM em dietas com 16,6%PB e
consumo médio de 2775 g/d de PM estimados pelo NRC (2001) (MORRIS ¢ KONONOFF,
2020; GIALLONGO et al., 2016; BERNARD et al., 2014; LI et al, 2014; PAZ et al., 2013;
MULLINS et al., 2013; WANG et al., 2010; SWANEPOEL et al., 2010), possa ser apenas um
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reflexo de um erro nas estimativas dos modelos anteriores ao predizer fluxo intestinal deste AA,
e por consequéncia de sugeri-lo como deficiente em dietas baseadas em farelo de soja como
principal fonte proteica.

Poucos experimentos tém sido conduzidos com outros AAs, como por exemplo Leu e
Ile. Destacamos o recente experimento conduzido por Yoder et al. (2020) investigando efeitos
produtivos do maior aporte destes AAs via infusdo jugular em vacas de meio de lactagdao. Além
do maior aporte de Leu e Ile trazer aumento da produgao de leite corrigida para energia, ele nos
traz de modo muito evidente um conceito que ja abordamos anteriormente, o de que cada AA
possui respostas independentes e aditivas na produ¢@o de proteina do leite por exemplo, € ndo
associadas.

O aumento da producdo de proteina e de caseina do leite com a suplementacao de Met
j& € bem descrito na literatura, porém mais recentemente, a maior producao de gordura do leite
também comecou a ser notada em alguns experimentos. Com intuito de entender tais respostas,
revisamos os resultados de 24 comparagdes publicadas nos tltimos 15 anos com suplementagao
de uma fonte de metionina protegida ruminalmente ou infundida, resultando em um banco de
dados com 1294 vacas, com DEL médio de 84,5 + 50,7 dias e produtividade de 37,4 + 6,1 kg/d,
alimentadas com dietas com 16,2 £ 1,3%PB, com um contraste de 1,83% Met (%PM) nos
tratamentos controle para 2,31% Met (%PM) nos lotes considerados tratamento.

Os dados sugerem um aumento médio de 0,13 pontos percentuais no teor de proteina
do leite (+61g/dia de proteina), concomitante a um aumento de 0,16 pontos percentuais no teor
de gordura do leite (+80g/dia de gordura) (Figura 1) (JUNIOR et al., 2021; CARDOSO et al.,
2021; POTTS et al., 2020; LIANG et al., 2019; ZHAO et al., 2019; FAGUNDES et al., 2018;
TOLEDO et al., 2017; ZHOU et al., 2016; AWAWDEH, 2016; GIALLONGO et al., 2016;
PATTON et al., 2015; HAGEN et al., 2015; SWANEPOEL et al., 2015; LEE et al., 2015;
GIALLONGO et al., 2015; CETIN et al., 2014; ARRIOLA APELO et al., 2014; OSORIO et
al., 2013; CHEN et al., 2011; SOCHA et al., 2008). Diversas evidéncias sugerem alguns
vinculos entre o suprimento de aminoacidos do organismo com o metabolismo lipidico, e

tentaremos discutir algumas possibilidades na sequéncia deste texto.
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FIGURA 1 - EFEITO DO MAIOR APORTE DE MET SOBRE PERCENTUAL (A) E PRODUCAO (B) DE
PROTEINA TOTAL DO LEITE, BEM COMO PERCENTUAL (C) E PRODUCAO (D) DE GORDURA DO
LEITE EM 24 COMPARACOES PUBLICADAS NOS ULTIMOS 15 ANOS.
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Para crescer e se dividir, as células devem aumentar a produgdo de proteinas, lipidios
e nucleotideos, a0 mesmo tempo em que suprimem as vias catabolicas. O controle nutricional
da producao de proteinas na glandula mamaria depende da regulagdo da traducdo do mRNA.
Uma via celular que foi estabelecida como integral para a regulag¢do da tradugdo das proteinas
esta centrada em torno do alvo mecanicista do complexo 1 de rapamicina (mTORC1). Este
complexo quinase ¢ composto pela proteina quinase serina/treonina mTOR e seus parceiros de
ligagdo: mamifero letal com proteina SEC13 8 (mLSTS), necessaria para a montagem do
complexo, proteina associada reguladora de mTOR (Raptor), uma proteina de ligacdo ao
substrato, Dishevelled, Egl-10 e dominio Pleckstrin contendo a proteina de interagdo mTOR
(DEPTOR), uma proteina reguladora e substrato Akt rico em prolina (PRAS40) (KENNEDY e
LAMMING, 2016). O complexo mTORC1 desempenha um papel central na regulacao de todos
os processos de sintese e catabolismo e, portanto, controla o equilibrio entre estes dois perante
condi¢des ambientais (SAXTON e SABATINI, 2017). A proteina mTOR ¢ formada de dois
complexos proteicos denominados complexo 1 da mTOR (mTORC1) e complexo 2 da mTOR
(mTORC2). O mTORCI1 modula a tradu¢ao em resposta a nutrientes, hormodnios e fatores de
crescimento. Além do hormoénio do crescimento e insulina, AAs essenciais também
demonstraram estimular a fosforilacio de mMTORC1 em fragmentos de tecido mamadrio bovino
(ARRIOLA et al., 2014). Curiosamente, os aminoacidos essenciais, individualmente, afetaram
de forma independente o estado de fosforilagdo de mTORCI, e estas alteracdes foram
correlacionadas com mudangas nas taxas de sintese de caseina em fragmentos de tecido
mamario. O estado de energia da célula (relacio ATP/ADP) inibe mTORC1 quando a célula
estd em estresse energético, uma vez que a sintese de proteinas ¢ um processo que consome
energia. No entanto, esse caminho parece ser menos relevante a ativagdo do mTORCI que os
aminodcidos, uma vez que os fragmentos de tecido responderam com maior fosforilagao de
mTORCI e taxa de sintese de caseina para estes nutrientes, independentemente da presenca de
acetato ou glicose no meio (APPUHAMY et al., 2014). Basicamente o mTORCI ativo fosforila
substratos, incluindo entre outros, proteina ribossomal S6 quinase B-1rp (S6K1) (HOLZ et al.,
2005), fator de iniciacdo de traducdo eucaridtica 4E-binding protein 1 (4E-BP1) (GINGRAS et
al., 2001) e Unc-51 quinase ativadora de autofagia semelhante (ULK1) (HOSOKAWA et al.,
2009). Assim, ao controlar a atividade de seus substratos, 0 mTORCI1 estimula os processos
anabolicos, incluindo a biogénese ribossomica e a traducdo de mRNA.

Uma interacdo possivel dos aminoédcidos na lipogénese foi observada usando
hepatdcitos de truta arco-iris, onde metionina e lisina juntamente a insulina ndo apenas

alteraram a sinalizacdo mTOR, mas também a expressdo de enzimas ligadas a producao de
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acidos graxos, como a enzima acido graxo sintase (FAS) (LANSARD et al., 2010). J4 havia
sido demonstrado em estudo anterior (LANSARD et al., 2010), usando cultura de células
primarias de hepatocitos, que os aminoacidos regulavam o metabolismo hepatico a nivel
molecular em combinacdo com a insulina. Este estudo mostrava que os aminoacidos isolados
ou em conjunto com a insulina foram capazes de regular a expressao de varios genes envolvidos
no metabolismo de carboidratos e lipidios, por um padrao que incluia uma dramatica regulagao
positiva dependente de mTOR. Com tal hipdtese, Li et al. (2016) cultivaram células mamarias
de bovinos com diversas relacdes de aminoacidos, e observaram a expressao génica de diversas
enzimas da sintese de acidos graxos, envolvidas na sintese de cadeias de diferentes tamanhos
de carbono, potencialmente ligadas a sinalizagdo pela mTOR, observando as maiores respostas
quando as células foram cultivadas em meios com concentragdes teoricamente 6timas de todos
os aminoacidos essenciais.

Mais recentemente, um grupo de pesquisadores com o objetivo de avaliar apenas o
efeito da concentracdo de Met das células desta vez de tecido mamario, sobre a ativacao do
mTORCI e seus possiveis mecanismos de aumento da expressao de genes ligados ao complexo
enzimatico da sintese de novo da gordura do leite, cultivaram tais células em meios com
diferentes concentragdes de Met, e observaram em uma concentragao de 0,6 mM/L as maiores
expressoes de SREBP, relagdio mTORCI1 fosforilada e nao fosforilada, bem como a maior
producdo de triacilglicerol (QUI et al., 2018).

De modo geral, a proteina de ligagdo ao elemento regulador de esterol 1¢c (SREBP-1)
¢ um fator de transcri¢do que controla a expressao de varios genes lipogénicos e ¢ um regulador
central da sintese de gordura do leite. A SREBP-1 ¢ sintetizada como precursor (forma completa
de SREBP-1, fSREBP-1) no reticulo endoplasmatico e pode ser ativado no aparelho de Golgi
em um fragmento ativo do N terminal, que entra no nucleo e inicia a transcricdo de genes
relacionados a sintese de acidos graxos. Os co-ativadores de transcricdo regulada por CREB
(proteina de ligagdo ao elemento de resposta do cAMP), sdo compostos por trés membros, sendo
que dentre eles, CRTC2 esta presente em todos os tecidos de mamiferos. CRTC2 € o principal
mediador da transcri¢ao dependente de CREB. Estudos com cultura celular de tecido mamario
bovino demonstram que Met marcadamente aumenta a expressao de CRTC2 e sua translocacao
nuclear, porém nao alteram sua forma fosforilada. A super-expressao de CRTC2 por sua vez
aumenta a expressdo de SREBP-1c, bem como sua ativagdo. Ao adicionar Met em meio com
bloqueio de CRTC2, claramente existe perda do efeito estimulatério deste na expressdo e
atividade da SREBP-1. A maior concentracdo celular de Met aumenta a propor¢do de mTOR
fosforilada/mTOR nao fosforilada, mas nao sua abundancia. Quando p-mTOR ¢ bloqueada com

a utilizagdo de rapamicina por exemplo, a expressdo de CRTC2 também ¢ amplamente



29

reduzida, indicando que a estimulacdo de CRTC2 por AAs se da diretamente pela maior
atividade da mTOR (LI et al., 2019). Em resumo, a Met na célula estimula a ativagdo de mTOR
(fosforilagdo), e esta por sua vez desfosforila CRTC2 no citoplasma, o translocando para o
nucleo, e este desfosforilado atua através da transcricdio do mRNA da SREBP-1 e de sua
ativagdo. Por consequéncia, enzimas relacionadas a cascata de sintese de 4cidos graxos sdo mais
amplamente sintetizadas.

Outras rotas que tém sido exploradas ¢ o mTOR regulando a atividade do SREBP-1
pelo controle da entrada nuclear de Lipin] via fosforilagdo. A Lipinal ndo fosforilada entra no
nucleo e, através de um mecanismo ainda desconhecido, inibe a atividade do SREBP-1,
reduzindo a lipogénese. No entanto, quando a Lipinal ¢ fosforilada pelo p-mTOR, a entrada
desta no ntucleo ¢ bloqueada, evitando a inibi¢ao da SREBP-1 (OSORIO et al., 2016).

Claramente o0 mTORC1 desempenha um papel central na promocao da biogénese
lipidica, regulando a expressdo de muitos genes lipogénicos, principalmente de uma familia
importante de fatores de transcri¢do que estdo envolvidos na sintese lipidica composta pelas
proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBPs) (LAPLANTE e SABATINI,
2009). Estas proteinas SREBPs sao fatores de transcricao de ziperes de Leu hélice-alga-hélice
basicos, que regulam a homeostase lipidica pelo controle da expressdao de varios genes
lipogénicos. A importancia dos SREBPs na lipogénese foi destacada por estudos usando
camundongos com delecdo especifica do figado, que exibem reducdo no processamento de
SREBPs, colesterol e sintese de acidos graxos no figado (CARON et al., 2015).

Além das possiveis interagdes pos absortivas descritas acima, a metionina também ¢
um aminoacido envolvido no transporte de lipidios no tecido hepatico para outros tecidos como
a glandula mamaria, principalmente em animais sobre condi¢ao de grande mobilizacao lipidica
como vacas recém paridas, auxiliando na sintese e formagdo da VLDL. Especificamente
sugere-se que desempenha papel vital na transferéncia de unidades de carbono em vacas
leiteiras, modulando a sintese de S-adenosilmetionina (SAM) no ciclo de 1 Carbono, e este atua
como o mais importante doador de grupos metil na formacdo de fosfatidiletanolamina e
fosfatidilcolina (OSORIO et al., 2014).

As evidéncias da relagdo existente entre metabolismo aminoacidico e sintese lipidica
descritas nos ultimos paragrafos também foi incorporada no NASEM (2021), na equacdo de
predicao da producao de gordura do leite. Basicamente a equagao prediz uma resposta de 1,45
g/dia e 1,34 g/dia para cada g de Ile e Met absorviveis, respectivamente. Similarmente, Daley
et al. (2019) utilizando uma metodologia linear meta analitica propds a relagao do fluxo de AAs
com a producdo de gordura do leite, e sugeriu que Ile, Lys e Met foram significativos para

predizer a produg¢ao diaria de gordura no leite.



30

2.5 INTERACAO ENTRE AMINOACIDOS E ENERGIA

As respostas esperadas ao aumento do suprimento de algum AA, até pouco tempo atras
era compreendido por modelos nutricionais como uma resposta dependente apenas do substrato
em si, ou seja, do aporte do AA em questao, assumindo que essa resposta seria, invariavelmente,
um produto de seu fluxo por uma eficiéncia fixa de utilizagdo. E notavel que tal afirmacio néo
reflete respostas biologicas, e isso tem sido demonstrado em diversos estudos (LAPIERRE et
al., 2020; DANIEL et al.,, 2016). Além do fornecimento de AAs propriamente dito, o
fornecimento de energia também tem impacto na eficiéncia de uso destes AAs. Incrementos na
producao de proteina do leite foram observados em resposta ao fornecimento de energia pos-
ruminal, seja como glicose (DANES et al., 2020; NICHOLS et al., 2016), propionato (RAGGIO
et al., 2006) ou gordura protegida ruminalmente (NICHOLS et al., 2018), embora os resultados
com esta ultima fonte de energia ainda sejam inconsistentes.

Espera-se que o incremento de producdo de proteina em resposta ao aumento da oferta
de energia pos-ruminal aumente também a eficiéncia de utilizacdo da proteina dietética.
Utilizando 825 médias de tratamentos, DANIEL et al. (2016) concluiram que tanto a PM quanto
a energia liquida da lactacdo (ELi.c) fornecem aumentos nao apenas de proteina do leite, mas
também de gordura e lactose, sendo os efeitos aditivos, como observado na maioria dos estudos
individuais onde a interacao foi testada.

O efeito observado sobre a produ¢ao de proteina do leite em tratamentos de mais alta
energia, sendo esta oriunda de carboidratos de alta digestibilidade, pode ser explicada pelo
aumento da oferta de AAs no intestino devido ao maior fluxo de proteina microbiana fluindo
do rimen em resultado a maior disponibilidade de carboidratos fermentaveis (BRODERICK,
2003). No entanto, a infusdo intravenosa de insulina (MACKLE et al., 1999) e a infusao pos-
ruminal de glicose (RULQUIN et al., 2004) e amido (RIUS et al., 2010) também foram
suficientes para aumentar a produgdo de proteina do leite, sugerindo efeito ndo apenas de carater
ruminal como substrato para crescimento de massa microbiana, mas também direto no processo
de sintese na glandula mamaria. Tanto AAs como fontes energéticas podem funcionar
diretamente ou indiretamente, induzindo a respostas hormonais como insulina por exemplo,
como moléculas sinalizadoras que alteram as vias de transdugdo e que regulam as taxas de
sintese de diversas proteinas na glandula mamaria. Alguns experimentos in vitro demonstram
claramente que AAE, glicose e insulina podem estimular a sintese de proteinas do leite de forma

independente e aditiva, porém ndo interativa (APPUHAMY et al., 2011, 2012; ARRIOLA



31

APELO et al., 2014; YODER et al., 2020). Tais evidéncias podem nos sugerir diferentes
estratégias nutricionais para nao apenas maximizar a producao de solidos do leite, mas também
otimizar a eficiéncia de uso da proteina dietética.

Que ambos, energia e aminoacidos devem ser ajustados em conjunto no momento da
formulagao de dietas esta bem estabelecido, porém como as diferentes fontes de energia podem
alterar a eficiéncia de resposta e uso dos AAs, ainda ¢ discutivel. A grande maioria do
conhecimento sobre a interagdo entre estes sistemas tem sido gerada e mecanicamente
compreendida falando sobre fontes energéticas glicogénicas, ou que podem causar alguma
resposta insulinémica nos animais. Porém, como diferentes perfis energéticos, por exemplo
lipidicos ou de carboidratos ndo glicogénicos, interagem sobre diferentes fluxos de aminoacidos

ainda € inconclusivo e carente de estudos.

2.6 CONCLUSAO

O conceito de AAs vistos como blocos de construgdo, adotado em teorias de
aminoacidos limitantes, vem sendo continuamente questionados e cada vez mais evidenciado
suas limitagdes. Ao entendermos que estas moléculas ndo participam apenas da formacdo de
proteinas do leite, mas que desempenham funcdes chaves dentro do processo de transcri¢dao de
todas as proteinas de uma célula, isso quer dizer, desde proteinas estruturais a proteinas de
fungdes ativas como enzimas, passamos a investigar mais a fundo quais os mecanismos
envolvidos nas demais respostas que o correto balanceamento de AAs em dietas de vacas
leiteiras pode nos proporcionar. Nao apenas do ponto de vista bioldgico, esta mudanca de
conceito e conhecimento traz novas abordagens praticas na formulacdo de dietas para vacas
leiteiras, abrindo novas oportunidades de estratégias de balanceamento de AAs para otimizar a
producao ndo apenas de proteina, mas também gordura do leite e saude das vacas. Mais adiante,
arelacdo entre energia e AAs, seja ela na modulagao da resposta ou eficiéncia de uso da proteina
dietética, se mostra promissora. Porém, muitas lacunas ainda permanecem em aberto referente
a esta abordagem, como por exemplo se a dependéncia desta relacdo se da basicamente a
respostas insulinémicas ou a glicose, ou se também outras fontes que fornecam o mesmo aporte
calérico induzem as mesmas modulagdes sugeridas por estudos prévios. Adotar, melhor
compreender e modelar tais interagdes possiveis dentro do metabolismo nos trouxe um novo e
amplo aspecto de combinagdes para otimizar ndo apenas desempenho, mas eficiéncia do uso

dos nutrientes na nutricdo de vacas leiteiras.
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3 CAPITULO II: EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE METIONINA PROTEGIDA
RUMINALMENTE, ASSOCIADA OU NAO A UMA FONTE LIPiDICA DE
ENERGIA, SOBRE O DESEMPENHO PRODUTIVO E METABOLICO DE
VACAS LEITEIRAS DE ALTA PRODUCAO

Resumo

O balanceamento de dietas por aminodcidos vem sendo difundido em fazendas
leiteiras ao passo que pesquisas tem sugerido a intera¢do entre os metabolismos proteico e
energético na fisiologia de vacas leiteiras. Dessa forma o objetivo do presente estudo foi avaliar
o efeito da suplementagao de metionina protegida ruminalmente, associada ou ndo a uma fonte
extra de gordura predominantemente saturada, sobre o desempenho produtivo, metabdlico e
sobre o processo de sintese de gordura do leite em vacas de alta produ¢do no meio da lactagao.
Utilizou-se no experimento 112 vacas multiparas da raga Holandés com média de 2,8 + 0,7
lactacdes, 184,7 + 66,8 dias em lactagdo, 49,1 + 6,7 kg/d de leite, 4,04 = 0,65 %G e 3,17 + 0,22
%P. Os animais foram alocados em blocos em arranjo de tratamento fatorial em um dos 4
tratamentos: Controle, sem suplementacdo de gordura ou Met (CONT); Alta energia, com
suplementagdo de gordura hidrogenada, porém sem Met (AE); Controle, sem suplementagdo
de gordura, porém com suplementagao de Met (MET); Alta energia, com suplementacao de
gordura hidrogenada e com suplementacao de Met (METAE). O periodo experimental total foi
de 38 dias, sendo os trés primeiros dias utilizados para coleta de dados como covariaveis. As
variaveis mensuradas foram producao e composi¢ao do leite, parametros sanguineos e perfil de
acido graxos no leite. O grupo AE produziu mais leite (1,5 kg/d; P=0,02), mais leite corrigido
para energia (2,0 kg/d; P<0,01) e também se observou aumento na excre¢do de energia didria
no leite (1,5 Mcal/d; P<0,01). A suplementacdao de MET aumentou a producao leite corrigida
para energia (0,75 kg/d; P=0,01) e a excrecao de energia diaria no leite (1,46 Mcal/d; P<0,01).
A concentragdo de proteina do leite foi incrementada pela suplementacdo de MET (3,30 vs.
3,11%; P<0,01) em relag@o aos animais do grupo CONT, porém a producado diaria de proteina
teve resposta para ambos os tratamentos, sendo que as suplementacdes de MET e AE
aumentaram (P<0,01) 80 e 70 g/d de proteina do leite, respectivamente. A concentracdo de
gordura do leite apenas aumentou pela MET (40,26 pontos percentuais; P<0,01). Ja a produgao
diaria de gordura, assim como na producdo de proteina, apresentou efeito significativo tanto
para MET como AE, porém com menor magnitude da suplementacdo lipidica
comparativamente ao efeito do AA (+190 g/d vs. +80 g/d; P<0,01 e P=0,05, respectivamente).

Com relagao ao perfil de acidos graxos no leite, o tratamento AE reduziu a propor¢ao de C16:0
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e aumentou as proporcoes de C18:1 cl1, C18:3 n3 e C17:0. Ja o tratamento MET também
reduziu a propor¢ao de C16:0, porém aumentou significativamente a propor¢do de diversos

mono e poli-insaturados (C18:1 ¢9, C18:1 cl11 e C18:1 c13).
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Abstract

The balancing of diets by aminoacids has been widespread in dairy farms while research
has suggested the interaction between protein and energy metabolism in the physiology of dairy
cows. Thus, the objective of the present study was to evaluate the effect of rumen-protected
methionine supplementation, associated or not with an extra source of highly saturated fat, on
productive, metabolic performance and milk fat acid composition in mid-lactation. In the
experiment, 112 multiparous Holstein cows with a mean of 2.8 + 0.7 lactations, 184.7 + 66.8
days in lactation, and 49.1 £+ 6.7 (kg/d) of milk, 4 .04 £ 0.65 Fat%, 3.17 £ 0.22 P%. The animals
were allocated in blocks in a factorial treatment arrangement in one of 4 treatments: Control,
without fat or Met supplementation (CONT); High energy, with hydrogenated fat
supplementation, but without Met (AE); Control without fat supplementation, but with Met
supplementation (MET); High energy, with hydrogenated fat supplementation and with Met
supplementation (METAE). The total experimental period was 38 days, the first three days data
was used as covariates. The variables measured were milk production and composition, blood
parameters, and fatty acid composition in milk. The AE group produced more milk 1.5 kg/d;
P=0.02, more milk corrected for energy 2.0 kg/d; P<0.01, and we also observed an increase in
the daily energy excretion in milk 1.5 Mcal/d; P<0.01. MET supplementation increased milk
production corrected for energy 0.75 kg/d; P=0.01, and the daily energy excretion in milk 1.46
Mcal/d; P<0.01. Milk protein concentration was affected by higher MET supplementation 3.11
vs. 3.30 P<0.01, but daily protein production responded to both effects, with MET and AE
supplementation increasing by 80 and 70 g/d protein, respectively P<0.01. Milk fat
concentration increased only by MET, with 0.26 percentage points P<0.01; on the other hand,
fat daily production on milk, as well as protein, showed a significant effect for both MET and
AE, but with a smaller magnitude compared to the effect of AA: 190 g/d vs. 80 g/d; P<0.01 and
P=0.05. Regarding the milk fatty acid profile, the AE decreased the proportion of C16:0 and
increased the proportion of C18:1 cl1, C18:3 n3 and C17:0. The MET also reduced the
proportion of C16:0, but significantly increased the proportion of several mono- and

polyunsaturated (C18:1 ¢9; C18:1 c11; C18:1 c13).
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3.1 INTRODUCAO

Mudangas emergentes nas ultimas décadas em alguns importantes mercados de
producdo de leite do Brasil, com remuneracdes por percentual de solidos cada vez mais
impactantes na rentabilidade de fazendas leiteiras, t€m impulsionado maior preocupagao por
parte dos nutricionistas com o balanceamento de aminoacidos (AA). Nao tdo somente a
producdo de proteina, mas também a producdo de gordura do leite, sdo determinadas pela
disponibilidade de substrato (AA por exemplo) e pelo potencial catalitico enzimatico da
glandula mamaria, sendo o aporte de AA considerado um dos principais reguladores deste
processo de sintese (YODER et al., 2020).

Dentre os AA mais comumente identificados como deficientes em dietas a base de
milho e soja, destaca-se a Met por sua consistente resposta em proteina do leite quando
suplementada (LEAN et al., 2018; PATTON, 2010). Mais recentemente detectou-se que tal AA
ndo apenas possui efeito sobre a sintese de proteina, mas também sobre a sintese de gordura na
glandula mamaria. Além deste efeito ter sido observado em diversos trabalhos (CHIOGNA
JUNIOR etal., 2021; CARDOSO et al., 2021; LIANG et al., 2019; TOLEDO et al., 2017), mais
recentemente este efeito também foi inserido na equacdo de predi¢cdo de produgdo de gordura
do leite no novo NASEM (2021). Qual o real mecanismo com que ¢ modulada esta relagao
ainda ndo estd bem estabelecido, mas evidéncias apontam para mecanismos pos absortivos de
regulacdo transcricional do processo de sintese de gordura no tecido mamario (HAN e ZHANG
et al., 2021; LI et al., 2019; LUO et al., 2018; QI et al., 2018). Do ponto de vista economico do
mercado brasileiro de leite, o retorno marginal da suplementagdo de metionina se torna maior
ao contabilizar ndo apenas aumentos diretos dos teores de proteina, mas também dos teores de
gordura do leite, e compreender como manipular dietas para obter tais resultados ao se
balancear para AA traz um apelo que vai além do bioldgico.

A eficiéncia com que os AA fornecidos pela dieta sdo utilizados pela vaca para os
processos de sintese nao sdo fixos, € podem ser modificados pelo aporte e perfil energético com
que este animal estd sujeito (LAPIERRE et al., 2020; DANIEL et al., 2016). Estudos
manipulando perfil/suprimento de AA e energia simultaneamente, demonstram que fontes
glicogénicas de energia sao eficientes em modular tanto resposta como eficiéncia de uso de AA,
seja por efeitos do proprio substrato como a glicose, ou efeitos indiretos via aumento de insulina
circulante (DANES et al., 2020; NICHOLS et al., 2016; RIUS et al., 2010). Porém estudos
utilizando fontes de gordura como aporte energético na interacdo com aminoacidos ainda sao

escassos, abrindo espago para questionar algumas recomendagdes de relacdo energia por
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proteina (Mcal EM/g PM) sugeridas por modelos nutricionais em avaliagdes dietéticas, ja que
esta relacdo pode se comportar de modo diferente entre as diversas fontes energéticas
disponiveis em uma dieta de vacas leiteiras.

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacao de
metionina protegida ruminalmente, associada ou ndo a uma fonte adicional de gordura
predominantemente saturada, sobre o desempenho produtivo, metabolico e sobre o processo de

sintese de gordura do leite em vacas de alta producdo no meio da lactagao

3.2 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Parana (UFPR), sob parecer 057/2021.

3.2.1 ANIMAIS UTILIZADOS E INSTALACOES

O experimento foi desenvolvido no rebanho comercial da fazenda ARKAFLA,
localizada em Castro, regido centro-oriental do Estado do Parand, Brasil, nos meses de
novembro e dezembro de 2019. Para tanto, 112 vacas multiparas da raca Holandés com média
de 2,8 £0,7 lactagdes, 184,7 + 66,8 dias em lactacdo, 49,1 + 6,7 kg/d de leite, 4,04 = 0,65 %G
e 3,17+ 0,22 %P no inicio do periodo experimental foram utilizadas. Os animais permaneceram
alojados em estrutura tipo free-stall, eram ordenhados trés vezes ao dia, as 04:00h, 12:00h e
20:00 horas, em sala de ordenha carrossel com registro automatico de producao através do
software Dairy Plan®. O periodo experimental total foi de 38 dias, sendo que os trés primeiros
dias consistiram em coleta de informagdes para serem utilizadas como covariavel.

O delineamento experimental adotado foi de blocos casualizados com um arranjo
fatorial de tratamentos 2 x 2, onde as vacas elegiveis a participar do experimento foram
separadas em 28 blocos contendo 4 animais cada. A blocagem foi realizada em funcdo da
producao de leite média nos 7 dias que antecederam o inicio do experimento, dias em lactagao
e ordem de pari¢ao. Os 4 animais de cada bloco foram distribuidos aleatoriamente para receber
cada um dos 4 tratamentos distintos em um esquema fatorial 2 x 2 (suplementagdo ou nao de

Met e suplementagao ou nao de gordura saturada).

3.2.2 DIETAS EXPERIMENTAIS
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Os tratamentos consistiram em fornecimento da dieta convencional da fazenda,
formulada para atender em 100% os requerimentos de EM e PM para suporte da produgdo dos
lotes em questdo, isolada ou com a adi¢ao de uma fonte de gordura hidrogenada (86,9% C18:0
e 9,68% C16:0) (Prius NatDry®, Auster), juntamente com a suplementagio ou nio de Met
protegida ruminalmente (Smartamine M®, Adisseo). Os teores de Met utilizados foram
embasados nos conceitos até entdo sugeridos para o modelo AMTS (NRC, 2001; SCHWAB et
al., 2009; WHITEHOUSE et al., 2009) de 2,4% de Met como propor¢ao da PM. O adensamento
com uma fonte de gordura hidrogenada foi formulado para atingir a relagdo de Met:EM
(g:Mcal) de 1,1:1 (HIGGS e VAN AMBURGH, 2016). O suplemento lipidico escolhido se deu
devido ao seu alto grau de saturagdo, e assim, menor risco de possiveis influéncias de formagao
de acidos graxos de perfil trans no rimen, que poderiam modular a resposta da sintese de
gordura do leite (BAUMAN et al., 2006). O perfil de nutrientes das fontes de AA e gordura
foram disponibilizados pelos fornecedores dos produtos. Assim, os 4 tratamentos foram:

a) Controle, sem suplementagao de gordura ou Met (CONT);

b) Alta energia, com suplementacao de gordura hidrogenada, porém sem Met (AE);

c¢) Controle, com suplementagao de Met (MET);

d) Alta energia, com suplementag@o de gordura hidrogenada e com suplementagao de

Met (METAE).

A composicao das dietas e seus teores nutricionais, ajustados de acordo com as analises
bromatologicas obtidas, sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

A dieta foi fornecida na forma de dieta total misturada (TMR), uma vez ao dia, as
05:00h da manha, em quantidade suficiente para se obter cerca de 5% de sobras minutos antes
do trato do dia seguinte. O tratamento de AE, que recebeu o adensamento da dieta com gordura
hidrogenada, foi fornecido incorporando a gordura a TMR através de vagao misturador, sendo
entdo alimentado aos grupos AE e METAE. Para os tratamentos MET e METAE, 24 g de
metionina protegida foram fornecidos na forma de top dress, juntamente com milho grao
moido, perfazendo o total de 100 g de suplemento/cabega/dia (MET + fuba de milho). Para os
grupos que ndo receberam Met, o milho também foi fornecido na forma de placebo. A
suplementagdo com Met foi realizada individualmente, quando contidas no canzil, em 2
periodos distintos do dia, ap6s as ordenhas das 05:00h e das 12:00h. O consumo do AA foi

monitorado de modo visual, para garantir o consumo de todo o tratamento.
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TABELA 2 - COMPOSICAO (EM PERCENTAGEM DE MATERIA SECA) DAS DIETAS COM OU SEM
ADICAO DE GORDURA HIDROGENADA, E COM OU SEM SUPLEMENTACAO DE METIONINA

PROTEGIDA DA DEGRADACAO RUMINAL

Ingredientes (% MS) CON MET AE METAE
Silagem Pré Secada de Azevém 13,05 13,04 12,89 12,88
Silagem de Milho 30,76 30,73 30,38 30,36
Silagem de Aveia 2,49 2,48 2,46 2,45
Carogo de Algodao 5,14 5,14 5,08 5,08
Milho Grio Umido Ensilado 10,18 10,17 10,05 10,05
Fuba de Milho 10,12 10,11 9,99 9,98
Casca de Soja 7,92 7,91 7,82 7,81
Farelo de Soja 13,00 12,99 12,84 12,83
Soy Pass 1,96 1,96 1,94 1,93
Residuo Cervejaria 3,26 3,26 3,22 3,22
Nucleo Mineral e Vitaminico' 2,14 2,14 2,11 2,11
Prius NatDry ®? 0 0 1,22 1,22
Smartamine M ® 0 0,07 0 0,07

"Nucleo Mineral € Vitaminico: Mg 35 g/kg, Na 85 g/kg, C1 80 g/kg, Ca 190 g/kg, P 24 g/kg, S 4.000 mg/kg,
K 9.900 mg/kg, Cu 450 mg/kg, Zn 2.300 mg/kg, Fe 2.000 mg/kg, Mn 1.800 mg/kg, I 25 mg/kg, Co 30
mg/kg, Se 15 mg/kg, F 300 mg/kg, VitA 156.000Ul/kg, VitD 51.500UI/kg, VitE 1.000Ul/kg, Biotin 35

mg/kg, Cr 20 mg/kg, Monensin 510 mg/kg, Saccharomyces cerevisae 1,40x105 UFC/kg.
2Prius NatDry: Gordura Hidrogenada (86.9% C18:0; 9.68% C16:0).

TABELA 3 - NIVEIS NUTRICIONAIS DAS DIETAS EXPERIMENTAIS, ESTIMADAS COM BASE NO

MODELO AMTS

Composi¢ao Nutricional CON MET AE METAE
Proteina Bruta, %MS 16,49 16,53 16,28 16,33
Proteina degraddvel no rumen, %MS 9,37 9,37 9,25 9,25
Fibra em detergente neutro %MS 31,93 31,91 31,53 31,51
FDNfor, %MS! 18,75 18,73 18,51 18,49
Fibra em detergente 4cido, %MS 19,11 19,10 18,87 18,86
Amido, %MS 25,68 25,67 25,36 25,34
Extrato Etéreo, %MS 4,14 4,16 5,36 5,37
Calcio, %MS 0,60 0,60 0,59 0,59
Fosforo, %MS 0,36 0,36 0,35 0,35
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Suprimento estimado PM, g/d 3.387,7 3.400,9 3.338,4 3.351,7
Balancgo estimado PM, g -68,40 -33,10 -82,60 -84,00
Lisina, %PM 6,45 6,42 6,45 6,42
Metionina, %PM 2,04 2,42 2,04 2,42
Lisina:Metionina 3,16 2,66 3,16 2,65
Met:EM? 0,87 L1 0,84 1,09

'Fibra em detergente neutro oriunda de foragem. Relacdo metionina e energia metabolizavel.

TABELA 4 - COMPOSICAO NUTRICIONAL DOS ALIMENTOS VOLUMOSOS UTILIZADOS NAS
DIETAS EXPERIMENTAIS

Nutriente Silagem de Milho ~ Pré Secado de Azevém Silagem de Aveia
Matéria Seca 32,67 46,36 29,2
Proteina Bruta, %MS 7,30 14,89 13,35
Fibra em detergente neutro, %MS 36,98 50,24 4933
Fibra em detergente 4acido, %MS 19,20 28,78 32,63
Extrato Etéreo, %eMS 3,38 3,19 2,81
Matéria Mineral, %6MS 2,88 10,73 9,50
Lignina, %MS 2,53 4,00 3,21
Calcio, %MS 0,20 0,93 0,33
Fosforo, %MS 0,17 0,22 0,30

As amostras dos alimentos foram coletadas semanalmente, secas em estufa de
circulagdo for¢ada a 55°C e moidas a 1 mm em moinho tipo "Willey", onde sequencialmente
determinou-se o teor de matéria seca (MS) total em estufa a 105°C por 16 horas (Silva e
Queiroz, 2009), proteina bruta (PB) pelo método micro Kjeldahl e matéria mineral (MM) por
incinerag¢do a 550°C, por 4 horas. Foram determinados ainda os teores de fibra insoluvel em
detergente neutro (FDN), conforme Van Soest et al. (1991), utilizando-se o-amilase
termoestavel (Termamyl 120L, Novozymes Latin América Ltda.), e fibra insoluvel em
detergente acido (FDA), segundo GOERING e VAN SOEST (1970). J& a andlise de extrato
etéreo (EE) seguiu as recomendacdes de Silva e Queiroz (2009). As analises foram conduzidas
no Laboratorio de Nutricdo Animal da UFPR, em Curitiba, Parana. Os resultados médios das

analises de volumosos encontram-se na Tabela 4.
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3.2.3 DESEMPENHO, COMPOSICAO DO LEITE E METABOLITOS

A producao de leite foi mensurada individualmente durante todo o periodo
experimental, pela identificacdo, leitura e registro automatico dos animais no sistema da sala
de ordenha. As amostras para analise de composicao do leite foram coletadas individualmente
e separadamente durante as primeiras nove ordenhas, que foram posteriormente utilizadas como
covariavel. Ao longo do periodo de suplementacdo, amostras de leite foram coletadas durante
trés ordenhas consecutivas semanalmente; e por mais nove ordenhas nos 3 ultimos dias do
periodo experimental, com auxilio de amostradores automaticos de leite, disponiveis no proprio
equipamento de ordenha. No penultimo dia do periodo experimental, uma amostra de
aproximadamente 500 ml de leite foi coletada de cada animal e imediatamente congelada para
posterior andlise do perfil de dcidos graxos.

Amostras de leite foram enviadas para o Laboratorio de Qualidade do Leite da
Associagdo Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) em Curitiba,
para andlise dos teores de gordura, proteina, lactose e nitrogénio ureico no leite (NUL)
(BENTLEY, 2007). Posteriormente foram calculadas as produg¢des, em kg/vaca/dia, de cada
componente do leite, além das producdes de leite corrigidas para energia e a energia excretada
no leite em Mcal/vaca/dia (BOERMANN et al., 2015). Quanto a excre¢do de N, foi expressa
também em g/kg de proteina no leite (NULP/PP) (WATTIAUX e CRUMP, 2014).

Para andlise do perfil de AG, as amostras de leite foram congeladas sem qualquer
conservante quimico, e posteriormente analisadas por cromatografia gasosa (Finnigan Focus
CG, Thermo Fisher ScientificTM). A gordura do leite foi extraida utilizando o procedimento
descrito por Hara e Randin (1978). Apos a extracdo da gordura, as amostras foram metiladas
(CHRISTIE, 1982) e 1 uL de extrato esterificado foi injetado em uma coluna capilar, com 0,25
um de diametro interno e 0,20 um de espessura do filme. A identificagdo dos AG foi feita por
comparagdo do tempo de retengdo e para determinar a porcentagem de cada FA foi utilizado o
software Chromquest 4.1 (Thermo Electron, Italia). A comparagdo foi feita usando o perfil de
acidos graxos da manteiga. Os acidos graxos foram expressos e analisados individualmente ou
agrupados de acordo com o numero de saturagdes, em acidos graxos saturados (sem
insaturacao) — AGS; acidos graxos monoinsaturados (com uma insaturagao) — AGMI; ou acidos
graxos poli-insaturados (com duas ou mais insaturagdes) — AGPIL. Os 4acidos graxos também
foram agrupados de acordo com sua origem, compreendendo AG de cadeia curta (C4 a C14) —
De Novo; AG de cadeia média (C15 e C16) - Mistos; e acidos graxos de cadeia longa (C17 ou

mais) — Pré-formados.
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Amostras de sangue foram coletadas de todos os animais, no ultimo dia do periodo
experimental, realizada cerca de 10 horas apos o fornecimento da dieta do periodo da manha.
As amostras foram colhidas em tubos vacuolizados (Vacutainer®) sem anticoagulante (10 mL)
e com anticoagulante EDTA (6 mL), e mantidas sob refrigeracdo até o processamento. Logo
apos a colheita, as amostras foram centrifugadas (10 min a 3000 rpm) para obtencdo do soro e
do plasma que foram armazenados em microtubos de plastico tipo eppendorf® de 2 mL (em
duplicata) e congelados a -20°C (STOKOL e NYDAM, 2005). A partir do soro, foram
determinadas as concentra¢des de AGNE (acidos graxos ndo esterificados), quantificadas por
metodologia enzimatica colorimétrica, usando reagentes padronizados comerciais da marca
Randox® (kit NEFA FA115). Também foram analisados os metabolitos colesterol total,
albumina, globulina, proteinas totais, glicose e ureia. Estimativas das concentragdes de VLDL
foram realizadas seguindo a metodologia descrita por Ospina et al. (2010). As analises foram
realizadas em analisador bioquimico automatico do modelo BS-200 da marca Mindray.
Amostras hemolisadas foram descartadas (STOKOL e NYDAM, 2005).

No ultimo dia do periodo experimental, foram estimados o peso vivo, com uso de fita
métrica para afericdo do perimetro toracico e a avaliagao do escore de condi¢ao corporal (ECC)
dos animais, por dois avaliadores independentes devidamente treinados. O ECC foi avaliado de
1 a5, sendo 1 muito magra e 5 muito gorda (WILDMAN et al., 1982), com fra¢des de 0,25. Os

valores finais foram obtidos através da média das avaliagdes dos dois avaliadores.

3.2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de
Shapiro Wilk, homogeneidade das variancias através do teste de Levene e retirada dos outliers
com base no valor do r de Student. Os dados de produgdo e composicdo do leite foram
analisados como medidas repetidas no tempo, usando o procedimento MIXED do SAS (2002)
para testar as diferencas nas médias de tratamento. Mudangas ao longo do tempo sdo esperadas
nessas variaveis dependentes, assim, um modelo com andlise de medidas repetidas foi
considerado adequado. Os dados de perfil de acidos graxos, peso, ECC e os metabodlitos
sanguineos foram analisados usando o procedimento MIXED sem o efeito de tempo, uma vez
que foram coletadas apenas no periodo final do experimento.

A suplementacdo de MET, de energia (EN) e a interagdo entre MET e EN (MET*EN)

foram avaliadas como efeitos fixos no modelo. Dentre as variaveis, as mesmas coletadas
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durante o periodo pré-experimental foram incluidas como covaridvel no modelo. O modelo
também incluiu vacas aninhadas dentro do bloco como efeito aleatorio. As estruturas de
covariancia testadas foram autorregressivas de primeira ordem (AR-1), ndo estruturada (UN),
simétrica-composta (CS) e toeplitz (TOEP), e a estrutura de covariancia escolhida foi definida
de acordo com o menor valor obtido para “Akaike’s Information Criterion Corrected” (AICC),
sendo assim utilizada a AR-1 para todas as varidveis dependentes.

Para todas as varidveis respostas as médias foram obtidas através do comando
LSMEANS. A comparagdo entre os tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey quando houve
significancia na andlise de varidncia. Durante a interpretagdo e discussdo dos resultados fora

adotado como efeito significativo quando P < 0,05 e tendéncia quando P < 0,10.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 PRODUCAO DE LEITE

M¢édias ajustadas de producdo de leite, producdo de leite corrigida para energia e
excre¢do didria de energia no leite estio demonstradas na Tabela 5. O aumento da densidade
energética com uma fonte lipidica altamente saturada aumentou a produgao de leite (1,5 kg/d;
P=0,02), a producao de leite corrigida para energia (2,0 kg/d; P<0,01) e a excregdo de energia
diaria no leite (1,5 Mcal/d; P<0,01). Ja a suplementacao de metionina protegida da degradagao
ruminal aumentou a produgdo de leite corrigida para energia (0,75 kg/d; P=0,01) e a excrecao
de energia diaria no leite (1,46 Mcal/d; P<0,01), porém nenhuma interagao foi observada entre
MET ¢ AE.

Um dos objetivos centrais do presente estudo foi avaliar os efeitos em desempenho da
suplementagao de Met quando um aporte maior de energia era fornecido. As respostas em
excrecdo de energia ocorreram de foram independentes e aditivas. Respostas ao aumento de
energia oriundo de uma suplementacdo de fontes diversas de gordura sdo bem estabelecidas e
replicadas por diversas revisoes (NETO et al., 2021; HU et al., 2017; RABBIE et al., 2012),
com incrementos similares de produ¢do de leite e leite corrigido para energia, variando entre
1,0 e 1,6 kg/d, com adi¢des de fontes de gordura médias de 2% da MS. Respostas em producao
de leite sobre o maior aporte de metionina porém, sdo inconsistentes, uma vez que trabalhos
realizados com animais durante o periodo de transi¢do demonstram maiores efeitos (POTTS et
al., 2020; ZHOU et al., 2016; OSORIO et al., 2013), enquanto que em outros estudos com
estagios de lactagdao mais avangados, pouco ou nenhum efeito foi observado (LEAN et al., 2018;

PATTON, 2010).
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Interagdes entre energia e aminoacidos (ou minimamente proteina verdadeira) vem
sendo investigadas por estudos utilizando como fontes de energia amido, propionato ou glicose
propriamente dita (DANES et al., 2020; LAPIERRE et al., 2020; CURTIS, 2018; RIUS et al.,
2010; RAGGIO et al.,, 2006). Com mais limitada literatura, também foi investigada a
suplementagdo de gorduras (NICHOLS et al., 2018), porém encontrando relacdes muito
similares as encontradas em nosso experimento para producdo de leite e excre¢do de energia,

observando apenas efeitos independentes e aditivos para energia e AA.

3.3.2 COMPOSICAO DO LEITE

Médias ajustadas de composi¢do e producdo diiria de solidos também estdo
demonstrados na Tabela 5. Concentracao de proteina do leite foi afetada pela suplementacao de
MET, porém ndo pela AE, apresentando uma tendéncia de interacdo entre os efeitos (P=0,09).
Ja a produc¢do didria de proteina teve resposta para ambos os efeitos (P<0,01), sendo que as
suplementagdes de MET e AE aumentaram 80 e 70 g/d de proteina, respectivamente.

Concentragao de gordura do leite interessantemente foi aumentada apenas por MET
(0,26 pontos percentuais; P<0,01). J& a producdo diaria de gordura, assim como proteina,
apresentou efeito significativo tanto para MET como AE, porém com menor magnitude
comparativamente ao efeito do AA (190 g/d vs. 80g/d; P<0,01 e P=0,05, respectivamente),
sendo que possivelmente nos tratamentos AE tal resposta foi direcionada pelo efeito em
producao total de leite fluido j& discutido anteriormente.

O aumento de energia da dieta teve efeito sobre concentracao e produgdo de lactose
(80 g/d; P<0,01), sendo que o efeito de MET ndo apresentou nenhuma significancia, com
tendéncia de interagdo entre os tratamentos. Tanto NUL como a excre¢dao de N/kg de proteina
do leite foram afetadas pela concentracdo energética da dieta, sendo que a suplementa¢do com
gordura aumentou (P<0,01) a perda de N em 0,35 g para cada kg de proteina excretada. A
suplementagao de MET nao alterou NUL, porém devido ao aumento de produgdo de proteina,
reduziu a perda de N em relagdo do total produzido, na magnitude de 0,18 g/kg de proteina.

Peso corporal e ECC nao foram (P>0,05) afetados pelos tratamentos.
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Os efeitos da suplementacdo de metionina protegida sobre a produgdo de proteina foram
repetidamente observados em diversos trabalhos (CHIOGNA JUNIOR et al., 2021; POTTS et
al., 2020; TOLEDO et al., 2017), e seus mecanismos de resposta sdo cada vez mais bem
compreendidos. Estes mecanismos sao devido a sua participagdo estrutural na caseina do leite,
que em muitas dietas caracteriza uma deficiéncia deste AA perante a sua exigéncia (SCHWAB
e BRODERICK, 2017), como também por seus efeitos de regulacdo e ativacdo da sintese
proteica via complexo mTOR e seus intermediarios na iniciagdo e alongamento da transcri¢ao
de proteinas (OSORIO et al., 2016; ARRIOLA APELO et al., 2014). Os mecanismos acima
citados podem elucidar também os achados do presente estudo.

De modo similar, o efeito estimulatério da energia sobre a producao de proteina do leite
também vem sendo demonstrado e discutido, principalmente com o uso de substratos
glicogénicos ou de glicose (DANES et al., 2020; LAPIERRE et al., 2020; RIUS et al., 2010).
Identificar o real mecanismo com que o aumento de aporte de energia glicogénica modula a
producdo de proteina ¢ complexo, uma vez que quando modelados via dieta, o aumento de
carboidratos de répida fermentacdo pode desencadear uma maior produgdo de PMic, e
consequentemente um maior fluxo de AAs para o intestino (BRODERICK et al., 2003). Do
mesmo modo, aumentos de fluxo sanguineo para a glandula mamaéria também ja foram
observados frente a maiores aportes de fontes precursoras de glicose (RIUS et al., 2010;
RAGGIO etal., 2006). Existem efeitos estimulatorios do aumento das concentragdes de insulina
circulante sobre o complexo mTORCI1 e sobre a sintese de caseina (APPUHAMY et al., 2011),
além de possiveis aumentos da eficiéncia de uso dos AA pela maior captacido pelo tecido
mamario, devido a maior demanda para o leite (DANES et al., 2020).

Por outro lado, estudos com o uso de gordura na manipulagao do aporte energético e sua
relagdo com o uso de AA sao escassos. Uma das raras excecdes ¢ o estudo de Nichols et al.
(2018). Observando a relagdo entre dietas variando a concentragdo de proteina via PNDR ou
energia via gordura saturada, vemos resultados similares aos encontrados em nosso estudo, com
aumentos significativos em produgdo de proteina, porém sem alteragdo de sua concentragao nas
dietas de AE, diferentemente das dietas de alta proteina, onde o aumento da producdo de
proteina didria se deu devido também a maior concentra¢ao deste componente no leite. Aliada
a estas observagoes, houve aumento da eficiéncia do uso do N nas dietas de alta energia. Assim,
possivelmente, a fonte lipidica alterou o metabolismo proteico por propiciar um maior dreno de
aminoacidos, bem como um aumento da eficiéncia dos mesmos para atender maior producao
de leite, uma vez que o aumento de produgdo de leite ¢ consistente ndo apenas em nossos
achados, mas em diversas meta-analises (NETO et al., 2021; RABBIE et al., 2012). Ainda

segundo os dados de Nichols et al. (2018), houve também aumento da eficiéncia de uso da
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proteina ingerida. Este aumento da taxa de remog¢ao de AA pela glandula mamaria foi observado
também em estudo de Cant et al. (1993) ao infundir gordura no abomaso, associada a caseina.
Devido a auséncia de dados de consumo de MS em nosso estudo, tal evidéncia ndo pode ser
corroborada no que se refere a eficiéncia. Mais estudos de carater metabolico sdo necessarios
para compreender os reais mecanismos envolvidos nesta resposta, observando efeitos em fluxo
sanguineo para o tecido mamario e talvez possiveis respostas hormonais frente ao tratamento.

Um dos principais objetivos especificos do presente experimento foi identificar
possiveis efeitos da suplementagdo de MET sobre a gordura do leite, e respostas bastante
enfaticas foram identificadas. Dados similares, porém, pouco explorados, t€ém sido encontrados
em outros ensaios (CHIOGNA JUNIOR et al., 2021., POTTS et al., 2020; FAGUNDES et al.,
2018; TOLEDO et al., 2017), e também sugeridos segundo abordagens meta-analiticas
(DALEY et al., 2019). Considerando que nos experimentos que observaram tais resultados
assim como no presente estudo, a fonte de metionina utilizada foi protegida ruminalmente,
sugere-se que nestes cenarios o efeito seja pos absortivo. Estudos com cultivo celular de tecido
mamario de bovinos tém sugerido que a mediagdo da sintese de gordura do leite via MET se
deva através do estimulo no complexo mTORC1 (HAN et al., 2021), seja ele via co-ativadores
de transcri¢ao regulada por CREB (proteina de ligagcdo ao elemento de resposta do cAMP) (LI
et al., 2019), regulando a atividade do SREBP-1 pelo controle da entrada nuclear de Lipinl via
fosforilagdo (OSORIO et al., 2016), ou na expressao de mRNA de glycyl-tRNA synthetase
(GlyRS), um mediador chave na sinaliza¢do de aminoacidos para a ativacdo da via mTOR
(LUO et al., 2018).

Pouco se relata em estudos usando fontes altamente saturadas de gordura na dieta de
vacas em lactacdo como substrato energético sobre a eficiéncia de uso do N, sendo que em
diversos estudos meta analiticos tdo pouco sdo demonstrados tais resultados. No trabalho de
Nichols et al. (2018), as dietas com alta gordura nao alteraram NUL, porém aumentaram a
eficiéncia do uso do N, diferentemente dos resultados encontrados em nosso trabalho onde a
perda de N no leite foi maior em dietas com AE. No estudo de Cant et al. (1993), a eficiéncia
de uso do N nao foi relatada, porém a remog¢ao de AA do plasma foi aumentada em dietas de
alta gordura infundida, contrariamente a ureia plasmatica que foi elevada nos tratamentos de
alta gordura, corroborando com a maior propor¢ao de N ndo proteico no leite, comportamentos
muito similares aos do estudo realizado por Casper e Schingoethe (1989). Nestes cenarios, onde
a producdo de lactose também ¢ aumentada, um incremento no uso e catabolismo de AA no
figado para gliconeogénese pode ser considerado, uma vez que a demanda por glicose para

sintese de lactose possivelmente foi aumentada, mesmo tendo evidéncias de que o fornecimento
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de AG na dieta podem poupar glicose e dar suporte para este aumento de sintese de lactose

(CANT et al., 1993).

3.3.3 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA GORDURA DO LEITE

Dados de caracterizagdo do perfil da gordura do leite estdo demonstrados na Tabela 6.
O aumento da concentracdo energética das dietas com inclusdo de 1,2% da MS de gordura
saturada, marcadamente reduziu a propor¢ao de C16:0, e aumentou as concentracdes de C18:1
cl1,C18:3n3 e C17:0. A suplementacdo com metionina também reduziu a propor¢ao de C16:0,
porém aumentou significativamente a propor¢ao de diversos AG mono e poli-insaturados
(C18:1¢9,C18:1cl1eCl18:1 c13), além de uma tendéncia (P=0,09) de aumento da participagao
de AGs pré formados na composi¢cdo da gordura do leite. Curiosamente, houve uma tendéncia
de aumento na relagdo C14:1/C14:0 com o uso de MET, um importante indicador de atividade
da enzima estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD1) no tecido mamario. Apenas uma tendéncia de
interacdo entre MET e EN foi observada, com aumentos (P=0,10) nas propor¢des de AG De
Novo e de dmega 3 (C18:3 n3).

Ja estd bem estabelecido que o perfil da gordura do leite pode ser modificado por
fatores dietéticos (WOOLPERT et al., 2016), incluindo perfil fermentativo de carboidratos,
caracteristicas da fibra e perfil de gordura da dieta (BIONAZ et al., 2020). O aumento do
contetido de gordura da dieta, principalmente com altas concentragcdes de C18:0, tendem a
reduzir a sintese De Novo de AG na glandula mamaria, assim como a propria concentracao de
C16:0 (PALMQUIST e JENKINS, 2017), uma vez que parte dos AGs dietéticos podem ser
incorporados diretamente na gordura do leite. Tal evento foi parcialmente observado em nosso
estudo com aumento de alguns AGs de cadeia longa, e reducdo de C16:0 nas dietas de AE,
porém com menor magnitude quando comparado a outros ensaios (STOFFEL e
ARMENTANO, 2015).

As alteragdes do perfil de gordura com a suplementagdo de MET foram expressivas,
principalmente com aumentos da participagdo de AG mono e poli-insaturados. Poucos
experimentos suplementando AA trazem ou discutem dados de perfil de AG do leite. Giallongo
et al. (2015) estudando o efeito de diversos AA em dietas deficientes em PM encontraram com
suplementagdao de MET apenas uma tendéncia de reducdo de C18:2 c9cl12, similarmente a
observacdao do nosso estudo. Lapierre et al. (2020), testando a interacdo AA e energia,
encontraram efeito para aumento da propor¢do de AG pré-formados em dietas suplementadas

com Lys e Met, porém utilizando amido como fonte energética adicional.
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SCDI ¢ uma enzima limitante da taxa de biossintese de AG mono e poli-insaturados
de cadeia longa (por exemplo C18:1), necessarios na primeira etapa da sintese de triglicerideos
(PATON e NTAMBI, 2009). Mele et al. (2007) estudando diferentes genotipos para expressao
de SCD1 em vacas holandesas, encontraram diferengas significativas nas concentragoes de AG
monoinsaturados para animais com depuracao de genes ligados a expressao desta enzima. Além
disso, encontraram uma importante correlacao entre C14:1/C14:0 e a expressao desta enzima,
sugerindo tal razdo como indicador da atividade de SCDI, ja que tais AG sdo exclusivamente
sintetizados na glandula mamaria (SALTER et al., 2006). Como discutido anteriormente, MET
exerce efeito de ativagdo em mTORCI, que por sua vez pode modular a expressdao de enzimas
ligadas a sintese de lipideos via SREBP-1, entre elas SCD1 (LAPLANTE e SABATINI, 2009).
Estudos conduzidos em ratos (FORNEY et al., 2018) demostram claramente o efeito de reducgao
da expressdo de SCD1 em dietas com restri¢ao da ingestdo de MET.

Diante de tais evidéncias, juntamente a maiores produ¢des de gordura do leite, do
aumento significativo da participagao de AGs mono e poli-insaturados, e da tendéncia da maior
razao C14:1/C14 frente a suplementagao de metionina, nos indicam que existe algum grau de

regulacdo deste AA sobre a expressao de genes ligados a sintese lipidica em vacas leiteiras.
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3.3.4 METABOLITOS SANGUINEOS

Meédias ajustadas para metabolitos sanguineos estdo resumidos na Tabela 7. Dietas com maior
concentracdo de gordura aumentaram (P<0,01) ureia no sangue, em concordancia com o
aumento de NUL. Reducao das concentragdes séricas de glicose ¢ VLDL também foram
observadas (P<0,01) para os tratamentos de alta energia. Dietas suplementadas com MET nao
tiveram efeito (P>0,05) sobre parametros sanguineos. O mesmo comportamento de NUL foi
observado em ureia sérica, uma vez que ambos sdo altamente correlacionados (BRODERICK
e CLAYTON, 1997); tais resultados ndo sdo inesperados. Ao infundir caseina e gordura no
abomaso, Cant et al. (1993) observaram comportamento similar ao encontrado em nosso
trabalho, uma vez que os tratamentos de alta gordura estimularam a producao de leite, tornaram
o balango de glicose negativo no metabolismo, sugerindo possiveis aumentos de ureia no sangue
por uso parcial de AAs no figado como substratos para gliconeogénese. Redugdes nas
concentracdes de glicose em nosso estudo concomitantemente com aumentos de ureia sérica

podem indicar efeito similar a respeito do balango energético.

3.4 CONCLUSAO

Os dados observados em nosso trabalho suportam claramente trés teorias. Primeiro, a
suplementagao de Met possui efeito ndo apenas sobre a composi¢dao proteica do leite, mas
também a fragdo lipidica. Segundo, alteragdes no perfil de AG nos grupos suplementados com
Met indicam que estas sdo explicadas por mecanismos pds absortivos e de carater regulatério
da atividade e expressdo de enzimas ligadas ao metabolismo lipidico na glandula mamaria. Por
ultimo, os resultados aqui relatados também demonstram que as respostas entre fluxo de AA e
energia ndo sao interativas, mas sim aditivas, embora a eficiéncia de uso da proteina ingerida
possa sim sofrer interagdo entre ambos. Assim nos parece que utilizar relagdes entre AA e a
concentragdo energética da dieta como alvo de balanceamento nutricional de vacas lactantes se

torna minimamente questionavel.
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4 CAPITULO III: EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE METIONINA PROTEGIDA
RUMINALMENTE EM DIETA COM BAIXO TEOR DE AMIDO, ASSOCIADA
OU NAO A UMA FONTE DE ACUCAR, SOBRE O DESEMPENHO PRODUTIVO
DE VACAS LEITEIRAS

Resumo

O balanceamento de dietas por aminoédcidos vem sendo difundido em fazendas
leiteiras ao passo que pesquisas tem sugerido a interacdo entre os metabolismos proteico e
energético na fisiologia de vacas leiteiras. Dessa forma o objetivo do presente estudo foi avaliar
o efeito da suplementag¢do de metionina protegida ruminalmente, em dietas com baixos teores
de amido, associada ou ndo a uma fonte extra de agucar, sobre o desempenho produtivo de
vacas leiteiras no meio da lactagdo. Utilizou-se no experimento 80 vacas multiparas da raca
Holandés com 2,4 + 0,6 lactagdes, 159,5 + 67,7 dias em lactacdo, 36,53 + 4,46 kg/d de leite,
3,28 £0,65% G e 3,12 £ 0,22% P, onde os animais foram alocados em blocos em arranjo de
tratamento fatorial em um dos 4 tratamentos: Controle, uma dieta com 23% de amido (%MS)
sem suplementagdo de acucar ou Met (CONT); Alta energia, com suplementacdo de 1,7%MS
de acticar cristal, porém sem Met (AE); Controle, sem suplementacdo de acgucar, porém com
suplementacdao de Met (MET); e a interacdo de ambos os tratamentos (METAE). O periodo
experimental total foi de 28 dias, sendo os trés primeiros dias utilizados para coleta de dados
como covariaveis. As variaveis mensuradas foram producao e composicao do leite, tanto em
percentual como em kg/d. O grupo AE produziu mais leite fluido (2,2 kg/d; P<0,01) e leite
corrigido para energia (1,6 kg/d; P<0,01), além de aumento na producdo didria de proteina e
lactose. A suplementacdo de MET aumentou a concentragdo de P% (0,10 pontos percentuais
P<0,01) e tendeu a aumentar a de G% (0,13, P=0,11), porém sem nenhuma resposta em
producao didria de solidos. Interessantemente, houve reducao de 0,09 pontos percentuais no
teor de lactose (P=0,02) nos grupos suplementados com MET. Houve um aumento significativo
de 7,9% (P=0,05) na eficiéncia do uso do N por kg de proteina produzida na interacdo entre
MET e AE. A amplitude de resposta a suplementacdo de MET parece nao ser apenas aditiva,
mas dependente do perfil energético da dieta, onde dietas pouco glicogénicas parecem ser

menos interativas com AA.
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Abstract

The balancing of diets by amino acids has been widespread in dairy farms while research
has suggested the interaction between protein and energy metabolism in the physiology of dairy
cows. Thus, the objective of the present study was to evaluate the effect of ruminal protected
methionine supplementation in low-starch diets, associated or not with an extra source of sugar,
on the productive performance of dairy cows in mid-lactation. Eighty multiparous Holstein
cows with 2.4 + (.6 lactations, 159.5 = 67.7 days in lactation, 36.53 + 4.46 kg/d of milk, 3.28
+ 0.65% Fat and 3.12 + 0.22% Protein were used in the present experiment, where the animals
were allocated in blocks in a factorial treatment arrangement in one of 4 treatments: Control, a
diet with 23% starch (%DM) without sugar supplementation or Met (CONT); High energy,
with 1.7% DM supplementation of crystal sugar, but without Met (AE); Control, without sugar
supplementation, but with Met supplementation (MET); and the interaction of both treatments
(METAE). The total experimental period was 28 days, with the first three days used for data
collection as covariates. The variables measured were milk production and composition, both
in percentage and in kg/d. The AE group produced more fluid milk (2.2 kg/d; P<0.01) and
energy corrected milk (1.6 kg/d; P<0.01), in addition to an increase in the daily production of
protein and lactose. MET supplementation increased the concentration of Protein % (0.10
percentage points P<0.01) and tended to increase that of Fat % (0.13, P=0.11), but without any
response in daily production of solids. Interestingly, there was a 0.09 percentage point reduction
in lactose content (P=0.02) in the MET-supplemented groups. There was a significant increase
of 7.9% (P=0.05) in the efficiency of N use per kg of protein produced in the interaction
between MET and EA. The amplitude of response to MET supplementation appears to be not
only additive, but dependent on the energy profile of the diet, where low-glycogenic diets

appear to be less interactive with AA.

4.1 INTRODUCAO
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Com mudancas emergentes nas ultimas décadas nas principais bacias leiteiras do
Brasil, com bonificagdes por percentual de solidos cada vez mais impactantes na rentabilidade
de fazendas leiteiras, o balanceamento de aminoacidos (AA) passa a ter maior atengao por parte
dos nutricionistas. Isto acontece porque a producdo de proteina, mas também a producao de
gordura do leite, podem ser incrementados pela disponibilidade de substrato (AA por exemplo),
e pelo potencial catalitico enzimatico na glandula mamaria, sendo o aporte de AA considerado
um dos principais reguladores deste processo de sintese (YODER et al., 2020).

Dentre os AA mais comumente identificados como deficientes em dietas a base de
milho e soja, destaca-se a metionina (Met) por sua consistente resposta em proteina do leite
quando suplementada (LEAN et al., 2018; PATTON, 2010). Mais recentemente detectou-se
que tal AA ndo apenas possui efeito sobre a producdo de proteina, mas também sobre a sintese
de gordura na glandula mamaria, o que foi demonstrado em diversos trabalhos (JUNIOR et al.,
2021; CARDOSO et al., 2021; LIANG et al., 2019; TOLEDO et al., 2017). Mais recentemente
o aporte do AA Met foi inserido na equagdo de predicao de producao de gordura do leite do
NASEM (2021). Qual o real mecanismo com que € modulada esta relagao ainda ndo esta bem
estabelecido, mas evidéncias apontam para mecanismos pds absortivos de regulacao
transcricional do processo de sintese de gordura no tecido mamario (HAN e ZHANG, 2021; LI
et al., 2019; LUO et al., 2018; QI eu al., 2018). Do ponto de vista econdmico do mercado
brasileiro de leite, o retorno marginal da suplementagdo de Met ¢ obviamente maior ao
contabilizar ndo apenas aumentos diretos dos teores de proteina, mas também com incremento
dos teores de gordura. Compreender como manipular dietas para obter tais resultados ao se
balancear AA, traz um apelo que vai além do biologico.

A eficiéncia com que os AA fornecidos pela dieta sdo utilizados pela vaca para os
processos de sintese nao sdo fixos, e podem ser modificados pelo aporte e perfil energético com
que este animal estd exposto (LAPIERRE et al., 2020; DANIEL et al., 2016). Estudos
manipulando perfil/suprimento de AA e energia simultaneamente, demonstram que fontes
glicogénicas de energia sdo eficientes em modular tanto resposta como eficiéncia de uso de AA,
seja por efeitos do proprio substrato como a glicose, ou efeitos indiretos via aumento de insulina
circulante (DANES et al., 2020; NICHOLS et al., 2016; RIUS et al., 2010).

Porém, estudos utilizando fontes de carboidratos como agticares simples como aporte
energético e sua relacdo com AA sdo escassos, quase inexistentes. Interacdes observadas em
experimentos realizados com infusdo abomasal de fontes energéticas podem implicar algumas
limitagdes com relagdo a sua aplicagdo pratica de balanceamento de dietas. Recomendagdes de

rela¢do energia por proteina (Mcal EM/g PM) sugeridas por alguns modelos nutricionais em
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avaliagoes dietéticas, podem refletir de fato uma interagcdo bioldgica e pos absortiva observada
em estudos prévios. Porém, detalhes importantes sdao simplesmente desconsiderados nesta
abordagem. Sabidamente, dietas altamente fermentesciveis podem induzir a saciedade mais
rapidamente (ALLEN, 2000), reduzir a digestibilidade da FDN (KRAUSE e OETZEL, 2006)
e potencialmente reduzir a sintese de gordura e proteina na glandula mamaria. Estes efeitos,
sejam eles de carater ruminal ou ndo, podem ser moduladores de resposta na adocao direta desta
metodologia de balanceamento de AA e energia em dietas de vacas lactantes, e por isso estudos
com caracteristicas similares aos encontrados em rebanhos comerciais sao fundamentais para a
consolidagdo deste conhecimento teodrico.
O uso de aglicares como fontes energéticas na dieta de vacas lactantes possui
caracteristicas interessantes, entre elas a associacdo de um carboidrato de alta taxa de
degradacdo ruminal, porém sem efeito de queda de pH, ou até mesmo em algumas
circunstancias de aumento de pH observado (PENNER e OBA, 2009). Do mesmo modo, o
perfil fermentativo com a suplementacao de agticar comumente induz a uma maior produgao
de butirato ao invés de propionato ou lactato, sendo nao apenas uma moeda energética com
baixa inducdo a resposta insulinémica, mas também de alta taxa de absorcdo pelo epitélio
ruminal e potencial substrato para sintese direta de gordura do leite (VALLIMONT et al., 2004).
Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacao de
metionina protegida ruminalmente, associada ou ndo a uma fonte extra de acglcar (sacarose),

sobre o desempenho produtivo em vacas leiteiras no meio da lactacao.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em um rebanho leiteiro comercial localizado em
Castro, regido centro-oriental do Estado do Paran4, Brasil. Para tanto, 80 vacas multiparas da
raca Holandés com 2,4 + 0,6 lactagdes, 159,5 + 67,7 dias em lactacdo, 36,53 + 4,46 kg/d de
leite, 3,28 + 0,65% gordura e 3,12 + 0,22% proteina no inicio do periodo experimental. Os
animais permaneceram alojados em estrutura tipo free-stall, e ordenhados trés vezes ao dia, as
05:00 h, 13:00 h e as 21:00 h. O periodo experimental total foi de 28 dias, sendo que os trés
primeiros dias consistiram em coleta de informagdes para serem utilizadas como covariavel.

O delineamento experimental adotado foi de blocos casualizados com um arranjo
fatorial de tratamentos 2 x 2, onde as vacas elegiveis a participar do experimento foram

separadas em 20 blocos contendo 4 animais cada.
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A blocagem foi realizada em fun¢do da producdo de leite média dos 5 dias que
antecederam o inicio do experimento, dias em lactacdo e ordem de pari¢do. Os 4 animais de
cada bloco foram distribuidos aleatoriamente para receber cada um dos 4 tratamentos distintos
em um esquema fatorial 2 x 2 (suplementagdo ou nao de Met e suplementacao ou nao de
acucar). No decorrer do experimento, 5 vacas foram removidas do experimento por

apresentarem mastite clinica.

4.2.1 DIETAS EXPERIMENTALIS

Os tratamentos consistiram no fornecimento da dieta convencional da fazenda, com
baixo teor de amido comparativamente a uma dieta comumente praticada em rebanhos
comerciais da regido, isolada ou com a adi¢do de uma fonte de agucar (sacarose), juntamente
com a suplementagdo ou ndo de Met protegida ruminalmente (Smartamine M®, Addiseo). A
dieta basal foi formulada utilizando o modelo AMTS, e a composi¢do nutricional e balango
proteico e energético das dietas experimentais estdo descritos na Tabela 8. Os teores de Met
utilizados foram embasados nos conceitos até entdo sugeridos para o modelo AMTS
(SCHWAB et al., 2009; WHITEHOUSE et al., 2009) de 2,40% de Met como propor¢ao da PM.
O adensamento energético com uma fonte de actcar foi formulado para atingir 5,5% de agucar
total na MS, nivel encontrado com melhor resposta em producao de leite corrigida para energia
em estudo meta-analitico de Ondarza et al. (2017). Assim, os 4 tratamentos foram:

a) Controle, sem suplementacao de agticar ou Met (CONT);

b) Alta energia, com suplementacao de agtcar, porém sem Met (SUG);

c¢) Controle, com suplementacao de Met (MET);

d) Alta energia, com suplementagdo de aclicar e com suplementacdo de Met

(SUG+MET).

As composi¢des das dietas e seus teores nutricionais, ajustadas de acordo com as
analises bromatologicas prévias obtidas pela fazenda, estdo apresentados na Tabela 9.

A dieta foi fornecida na forma de dieta total misturada (TMR), uma vez ao dia, as
05:00 h da manha, em quantidade suficiente para se obter cerca de 5% de sobras antes do
proximo trato. Para os tratamentos MET e SUG+MET, 14 g de Smartamine M® (Adisseo)
foram fornecidos fop dressed, juntamente com milho grao moido, perfazendo o total de 100 g
de suplemento/cabega/dia (Met + milho). Para os grupos SUG e SUG+MET, 400 g de actcar
cristal (citar marca) foram fornecidos uma vez ao dia, também via top dress. Para os grupos que

nao receberam Met, 0 milho também foi fornecido na forma de placebo. Ambos os tratamentos
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foram realizados individualmente, quando contidas no canzil, apos a ordenha da manha as 05:00
h. O consumo dos tratamentos foi monitorado de modo visual, para garantir o consumo de sua

totalidade.

TABELA 8 - COMPOSICAO (EM PERCENTAGEM DE MATERIA SECA) DAS DIETAS COM OU SEM
ADICAO DE ACUCAR, E COM OU SEM SUPLEMENTACAO DE METIONINA PROTEGIDA DA
DEGRADACAO RUMINAL

Ingredientes (% MXS) CON MET AE METAE
Silagem de Milho 33,5 33,5 33,0 32,9
Silagem Pré Secada de Azevém 11,2 11,2 11,0 11,0
Fuba de Milho 26,0 25,9 25,5 25,5
Farelo de Soja 16,8 16,8 16,5 16,5
Refinazil Umido 9.6 9,6 9,4 9,4
Nucleo Mineral e Vitaminico' 3,0 3,0 2,9 2,9
Acgucar 0,0 0,0 1,7 1,7
Smartamine M ® 0,0 0,06 0,0 0,05

"Nucleo Mineral e Vitaminico: Mg 35 g/kg, Na 85 g/kg, Cl 80 g/kg, Ca 190 g/kg, P 24 g/kg, S 4.000 mg/kg, K
9.900 mg/kg, Cu 450 mg/kg, Zn 2.300 mg/kg, Fe 2.000 mg/kg, Mn 1.800 mg/kg, I 25 mg/kg, Co 30 mg/kg, Se 15
mg/kg, F 300 mg/kg, VitA 156.000Ul/kg, VitD 51.500Ul/kg, VitE 1.000Ul/kg, Biotin 35 mg/kg, Cr 20 mg/kg,
Monensin 510 mg/kg, Saccharomyces cerevisae 1,40x105 UFC/kg.

TABELA 9 - NfVEIS NUTRICIONAIS DAS DIETAS EXPERIMENTAIS, ESTIMADAS COM BASE NO
MODELO NASEM (2021)

Composicao Nutricional CON MET AE METAE
Proteina Bruta, %MS 17,9 17,9 17,6 17,6
Proteina degraddvel no ramen, %MS 114 11,4 11,2 11,2
Fibra em detergente neutro %MS 29,8 29,8 29.3 29,3
FDNfor, %MS! 21,2 21,2 20,8 20,8
Fibra em detergente 4cido, %MS 15,5 15,5 15,1 15,1
Amido, %MS 233 233 23,0 23,0
Actcar, %MS 3.9 3.9 5,5 55
Extrato Etéreo, %eMS 33 33 3,2 32
Calcio, %MS 0,60 0,60 0,58 0,58
Fosforo, Y%eMS 0,45 0,45 0,42 0,42

Suprimento estimado PM, g/d 2795 2803 2857 2866
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Lisina, %PM 6,4 6,42 6,47 6,45
Metionina, %PM 2,1 2,40 2,1 2,40
Lisina:Metionina 3,06 2,68 3,06 2,70
Met:EM? 0,91 1,04 0,91 1,04

!Fibra em detergente neutro oriunda de foragem. *Relacdo metionina e energia metabolizavel.

As amostras dos alimentos foram coletadas semanalmente, secas em estufa de
circulagdo forcada a 55°C e moidas a 1 mm em moinho tipo "Willey", onde sequencialmente
determinou-se a matéria seca (MS) total em estufa a 105°C por 16 horas (Silva e Queiroz, 2009),
proteina bruta (PB) pelo método micro Kjeldahl e matéria mineral (MM) por incineracdo a
5500C, por 4 horas. Foram determinados ainda os teores de fibra em detergente neutro (FDN),
conforme VAN SOEST et al. (1991), utilizando-se a-amilase termoestavel (Termamyl 120L,
Novozymes Latin América Ltda.), e fibra em detergente 4cido (FDA), segundo GOERING e
VAN SOEST (1970). Analise de extrato etéreo (EE) seguiu as recomendagdes de SILVA E
QUEIROZ (2009). As analises foram conduzidas no Laboratério de Nutrigdo Animal da UFPR,

em Curitiba, Parana.

4.2.2 DESEMPENHO E COMPOSICAO DO LEITE

A produgdo de leite foi mensurada individualmente, durante os trés primeiros dias que
antecederam o inicio dos tratamentos, uma vez na semana durante todo o periodo experimental,
e por mais 3 dias consecutivos nos trés tltimos dias do periodo experimental. As amostras para
analise de composi¢ao do leite foram coletadas individualmente e separadamente durante as
primeiras nove ordenhas, que foram posteriormente utilizadas como covariavel, bem como nas
ultimas 9 ordenhas do experimento, realizadas com uso de amostrador automatico de leite
disponivel no préprio equipamento de ordenha.

Amostras de leite foram enviadas para o Laboratério de Qualidade do Leite da
Associagdo Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) em Curitiba,
para analise dos teores de gordura, proteina, lactose e nitrogénio ureico no leite (NUL)
(BENTLEY, 2007). Posteriormente foram estimadas as produgdes, em kg/vaca/dia, de cada
componente do leite, além da producdo de leite corrigida para energia e a energia secretada no
leite em Mcal/vaca/dia (BOERMANN et al., 2015). Quanto a excrecao de N, além do NUL, foi
expressa também em g/kg de proteina no leite, NULPPP, (WATTIAUX e CRUMP, 2014).
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No ultimo dia do periodo experimental, foram estimados o peso corporal, com uso de
fita métrica para aferi¢do do perimetro toracico e a avaliagdo do escore de condi¢do corporal
(ECC) dos animais, por dois avaliadores independentes devidamente treinados. O ECC foi
avaliado de 1 a 5, sendo 1 muito magra e 5 muito gorda (WILDMAN et al., 1982), com fragdes

de 0,25. Os valores finais foram obtidos através da média das avaliagdes dos dois avaliadores.

4.2.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados quanto & normalidade dos residuos pelo teste de
Shapiro Wilk, homogeneidade das variancias através do teste de Levene e exclusdo dos outliers
com base no valor do r de Student. Os dados de producdo de leite foram analisados como
medidas repetidas no tempo, usando o procedimento MIXED do SAS (2002) para testar as
diferencas nas médias de tratamento. Mudangas ao longo do tempo sdo esperadas nessas
varidveis dependentes, assim, um modelo com andlise de medidas repetidas foi considerado
adequado. Os dados de composicdo do leite, peso e ECC foram analisados usando o
procedimento MIXED sem o efeito de tempo, uma vez que foram coletadas apenas no periodo
final do experimento.

A suplementacdo de MET, energia (EN) e a interacao entre MET e EN (MET*EN)
foram avaliados como efeitos fixos no modelo. Dentre as variaveis, as mesmas coletadas
durante o periodo de covaridveis foram incluidas como covaridvel no modelo. O modelo
também incluiu o efeito de vaca aninhada dentro do bloco como efeito aleatorio. As estruturas
de covariancia avaliadas foram autorregressivas de primeira ordem (AR-1), ndo estruturada
(UN), simétrica composta (CS) e toeplitz (TOEP), e foram definidas de acordo com o menor
valor obtido para “Akaike’s Information Criterion Corrected” (AICC), sendo assim foi
escolhida a estrutura AR-1.

Para todas as varidveis dependentes as médias foram obtidas através do comando
LSMEANS. A comparagao entre os tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey quando houve
significancia na analise de variancia. Durante a interpretagdo e discussdo dos resultados fora

adotado como efeito significativo quando P < 0,05 e tendéncia quando P < 0,10.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados de produgdo de leite, produgdo de leite corrigida para energia, composicao e

producao diaria de solidos estdo demonstrados na Tabela 10. O fornecimento adicional de
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energia oriunda de uma fonte simples de acticar, em uma dieta de baixa concentragao de amido,
aumentou a producao de leite (2,2 kg/d; P<0,01) e de leite corrigida para energia (1,6 kg/d;
P<0,01), enquanto a suplementacao de Met neste cendrio ndo incrementou a produg¢ao.

J& para a composicao do leite, a concentragdo de proteina total do leite foi aumentada
com a suplementagao de Met (0,10 pontos percentuais; P<0,01), o teor de gordura demonstrou
tendéncia de aumento (0,13 pontos percentuais; P=0,11), e a concentracdo de lactose foi
reduzida (0,09 pontos percentuais; P=0,02). Nao houve efeito da suplementacdo de AA sobre
a producdo de so6lidos em kg/dia. Enquanto isso, o aumento da concentragdo de aglicar na dieta
para 5,5%MS aumentou a producdo de proteina total e lactose (60 g/d; P=0,01; e 120 g/d;
P<0,01, respectivamente).

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar o desempenho da suplementagao de
MET em uma dieta de baixa concentracdo de amido, quando um maior aporte de energia era
fornecido via agucar. As respostas frente ao aumento da concentragdo de aglcar na dieta
(5,5%MS) sao condizentes ao observado em outros estudos e revisdes (ONDARZA et al.,
2017), com aumentos de producdo de leite e de leite corrigido para energia, bem como
incremento da producdo de proteina do leite. De maneira geral, maiores concentracdes de
acucar no rumen trazem uma maior producdo de PMic quando em dietas com altas quantidades
de PDR oriunda de proteina verdadeira (AA e peptideos) (HALL, 2017), sendo uma das
principais razdes dos aumentos comumente observados em proteina do leite, ja& que poucos
dados sao disponiveis com relacdo a efeitos pos absortivos de dietas com maiores concentragdes
de acucares simples, e os poucos que temos indicam que efeitos a resposta da insulina ou a
concentragdo de glicose por exemplo sao inexistentes (PENNER e OBA, 2009).

O perfil fermentativo do rimen ¢ evidentemente modificado com suplementagdes de
acticar na dieta, ou com a sua inclusao substituindo amido. Aumentos consistentes das
concentragdes molares de butirato sdo observadas, em concomitancia com incrementos no pH
médio do rimen e de seu nadir (RAVELO et al., 2022). O aumento da produ¢do de butirato
pode maximizar a absor¢do do epitélio ruminal de 4cidos graxos volateis e o transporte de
glicose (PENNER et al., 2011; OBA et al., 2015) que por sua vez justificam os aumentos
encontrados em digestibilidade do FDN nos experimentos e as maiores producdes de leite, sem
necessariamente aumentos da produ¢do de propionato, assim como os observados no presente
estudo. As concentragdes de NUL, bem como da excre¢do de N por kg de proteina produzida
sugerem um claro desbalanco entre carboidratos de rapida fermentagdo e proteina de
degradacao ruminal (FOX et al., 2004). Embora o aumento de energia via acticar ndo impactar

a concentracao de N ureico no leite, este tornou mais eficiente o uso da N comparativamente a
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producdo de proteina diaria devido ao seu estimulo sobre a produgdo de leite fluido e
consequente uso da proteina ingerida.

A resposta da suplementacdo de um aminodcido, especificamente Met neste caso,
sobre produgao de sélidos do leite tem sido compreendida como independente e aditiva a
ingestdo energética da dieta, independente de seu perfil (LAPIERRE et al., 2020; NASEM,
2021). Porém, no presente experimento, o ajuste de Met na PM em dietas de baixa concentragao
de amido ndo demonstrou o mesmo comportamento. Nenhum aumento da producgdo diaria de
solidos foi observado, tampouco em produgdo de leite ou excregdo diaria de energia, apenas
pequenos efeitos e tendéncias sobre concentragdo de proteina e gordura respectivamente, € uma
intrigante reducdo do teor de lactose do leite. Concomitante, houve uma interagao entre AA e
energia para a concentracao de gordura do leite e a eficiéncia de uso do N, uma vez que menos
gramas de N foram excretados por kg de proteina produzida diariamente.

O aumento de eficiéncia de uso seja da PM ou dos AA com aumentos da ingestao de
energia sao documentados em outros experimentos, sejam eles na interacdo com fontes
amilaceas (LAPIERRE et al., 2020), glicogénicas (DANES et al., 2020) ou de outra origem
(NICHOLS et al., 2018), mesmo que em diversas circunstancias, assim como possivelmente
em nosso estudo, este comportamento seja um reflexo do aumento de producao de leite em si.
Isso nos sugere que, em dietas em que possivelmente concentracdes de glicose e insulina
estejam reduzidas, a resposta da Met pode ndo ser independente como o sugerido. O ndo efeito
“compensatorio” da ingestao energética adicional oriunda da sacarose nos tratamentos METAE
sobre a producido de proteina do leite por exemplo, nos fornecem mais evidéncias que possiveis
limitacdes da resposta da Met se deva pelas baixas concentragdes de amido na dieta, ou seja,
que existe uma dependéncia de glicose e insulina circulante como sinalizagdo celular no
processo de biossintese da glandula mamaria, regulado via complexo mTORC1 (SAXTON e
SABATINE, 2017), e que a amplitude de resposta de um AA pode ser dependente ndo apenas
na concentragdo energética mas também de seu perfil.

Como nao possuimos dados de consumo de MS individual dos animais, ao observar a
reducdo da concentragdo de lactose nos tratamentos com Met, especulamos que isso pode ser
reflexo de uma redugao no consumo de MS ou algum efeito pos absortivo relacionado ao uso
da glicose. Alguns processos de sintese, como por exemplo a de triglicerideos na glandula
mamaria, podem gerar uma demanda de uso da glicose que vai além da formagado de lactose
propriamente dita, seja ela na formacao de glicerol ou para obtengdo de NADPH via pentose
fosfato e saturacdo da gordura na sintese De Novo (SALTER et al., 2006; BICKERSTAFFE et

al., 1974). Cenarios onde a oferta desta pentose circulante ¢ limitada, porém a sintese de solidos
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estimulada por algum fator dietético, o dreno de glicose gerado deve ser levado em

considera¢do ao observar reducoes nas concentragdes de lactose do leite.

4.4 CONCLUSAO

A suplementacao isolada de Met em uma dieta de baixa concentragao de amido nao
impactou consistentemente a producdo de s6lidos como o esperado ou previamente ja relatado,
o que contradiz o conceito de efeito individual e aditivo de AA e energia sobre a producao e
composi¢ao do leite, principalmente proteina. A pequena interacdo observada com uma fonte
de energia pouco gliconeogénica, nos sugere que a interacao entre energia e AA da dieta vai
além de seu aporte total em Mcal, apenas como fonte de C, mas também ¢ dependente de seu
perfil fermentativo e suas possiveis respostas metabdlicas sobre a sinaliza¢do celular que
controlam os processos de transcri¢do. Fontes energéticas que reconhecidamente produzem

menos precursores de glicose parecem exercer menores interagdes com o metabolismo de AA.
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