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Resumo

CARDOSO, Kauani Borges. Efeito da utilizacdo da metionina protegida da
degradacéo ruminal no desempenho reprodutivo, produtivo e na
tolerancia ao estresse térmico de vacas nelore. Orientador: Cassio Cassal
Brauner. 2024. 70f. Dissertacédo (Mestrado em Producéo Animal) — Programa
de Pés-Graduacdo em Zootecnia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2024.

O estresse térmico € um desafio para os sistemas de producédo, devido os seus
efeitos no metabolismo e desempenho animal, com isso nosso objetivo foi avaliar
os efeitos da suplementagcao de metionina protegida da degradac¢éo ruminal na
temperatura interna e externa, na concentracdo sanguinea de aminoacidos e no
desempenho produtivo e reprodutivo de vacas de corte submetidas a estacdo
reprodutiva com alto THI. Foram utilizadas 900 fémeas, da raca nelore,
distribuidas uniformemente em dois grupos, Grupo Controle (GC; n= 450) e
Grupo Metionina (GM; n= 450). A adicdo de metionina protegida da degradacao
ruminal (Smartamine® M, Adisseo, Antony, Franga), aconteceu na proporc¢ao de
3g para cada 100g do suplemento mineral. A temperatura interna (Tl) e externa
(TE) foi avaliada entre os dias -9 e -2, em relagéo ao dia da inseminagao artificial.
As amostras de sangue foram coletadas através da puncado da veia coccigea,
nos dias -28, -9, 14 e 28, para avaliacdo de aminoacidos plasmaticos, HSP e
progesterona. Foram avaliados ganho de peso das vacas e bezerros e escore
de condicdo corporal (ECC). As variaveis reprodutivas foram avaliadas por
ultrassonografica e o diagnostico de gestacao foi realizado 31+2 e 60+2 dias
apoés a IATF. Foram considerados os efeitos fixos de tratamento (metionina e
controle), ordem do parto (primiparas e multiparas) e suas interacées. Os dados
de temperatura, metabolismo e desempenho foram avaliados por medidas
repetidas. Os dados binarios (taxa de prenhez aos 30 e 60) dias foram
comparados através do teste de qui-quadrado. O THI médio variou entre 67 e
78. N&o houve efeito da suplementagdo com metionina na temperatura interna
(GC=38,92+0,036 e GM=38,93+0,036; P=0,82), na temperatura externa (GC=
32,80+0,42 e GM=33,19+0,45; P=0,53) e na taxa de prenhez (GC= 65% e
GM=65,4; P=0,92). Para o ganho médio diario (GMD) das vacas, encontramos
um efeito positivo da suplementacdo com metionina (GC= -0,246+0,02;
GM=0,140+0,02, P<0,001). Para o desempenho dos bezerros, o grupo metionina
foi superior em comparacdo com o0s animais controle (GC=0,837+0,008 e
GM=0,884+0,008; P<0,001). No perfil metabdlico a suplementacdo com
metionina melhorou o balanco de amino&cidos plasméticos e a expressao
relativa da HSP 70 (p<0,05). Desta forma, conclui-se que a suplementacéo com
metionina protegida da degradacao ruminal, melhora o ganho de peso de vacas
e bezerros, a concentracdo de aminoacidos plasmaticos e a expressao génica
da HSP70. No entanto ndo apresentou efeito na temperatura corporal e no
desempenho reprodutivo.

Palavras-chaves: Aminoacidos; Calor; Ganho de peso; Reproducéo.



Abstract

CARDOSO, Kauani Borges. Effect of using of rumen-protected methionine
on the reproductive and productive performance and tolerance to heat
stress of nelore cows. Advisor: Cassio Cassal Brauner. 2024. 70f.
Dissertation (Master’s in Animal Production) — Postgraduate Program in Animal
Science, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2024.

Heat stress is a challenge for production systems, due to its effects on
metabolism and animal performance, therefore our objective was to evaluate the
effects of methionine supplementation protected from ruminal degradation on
internal and external temperature, blood concentration of amino acids and on the
productive and reproductive performance of beef cows subjected to the
reproductive season with high THI. 900 Nelore females were used, distributed
evenly into two groups, Control Group (CG; n= 450) and Methionine Group (GM,;
n= 450). The addition of methionine protected from ruminal degradation
(Smartamine® M, Adisseo, Antony, France) occurred at a proportion of 3g for
every 100g of mineral supplement. Internal (IT) and external (TE) temperatures
were evaluated between days -9 and -2, in relation to the day of artificial
insemination. Blood samples were collected through puncture of the coccygeal
vein, on days -28, -9, 14 and 28, to evaluate plasma amino acids, HSP and
progesterone. Weight gain of cows and calves and body condition score (BCS)
were evaluated. Reproductive variables were evaluated by ultrasound and
pregnancy diagnosis was made 31+2 and 60+2 days after TAI. The fixed effects
of treatment (methionine and control), birth order (primiparous and multiparous)
and their interactions were considered. Temperature, metabolism and
performance data were evaluated by repeated measurements. Binary data
(pregnancy rate at 30 and 60 days) were compared using the chi-square test.
The average THI ranged between 67 and 78. There was no effect of methionine
supplementation on internal temperature  (GC=38.92+0.036 and
GM=38.93+0.036; P=0.82), on external temperature (GC= 32 .80+0.42 and
GM=33.19+0.45; P=0.53) and pregnancy rate (GC= 65% and GM=65.4; P=0.92).
For the average daily gain (ADG) of cows, we found a positive effect of
methionine supplementation (GC= -0.246+0.02; GM=0.140+0.02, P<0.001). For
the calves' performance, the methionine group was superior compared to the
control animals (GC=0.837+0.008 and GM=0.884+0.008; P<0.001). In the
metabolic profile, supplementation with methionine improved the balance of
plasma amino acids and the relative expression of HSP 70 (p<0.05). Therefore,
it is concluded that supplementation with methionine, protected from ruminal
degradation, improves the weight gain of cows and calves, the concentration of
plasma amino acids and the gene expression of HSP70. However, it had no effect
on body temperature and reproductive performance.

Keywords: Amino acids; Heat; Weight gain; Reproduction.
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1 Introducéo

As mudancas climaticas sdo um desafio para os sistemas de producéo,
especialmente em paises de clima quente e imido como é o caso das regifes
tropicais (Garcia, 2013). Mas esse problema nao é so brasileiro, uma vez que na
industria leiteira dos EUA, o estresse térmico é responsavel por elevadas perdas
financeiras, calculadas em aproximadamente US$ 1,5 bilhdo (Key et al. 2014)
anualmente, que é em grande parte causado pela infertilidade sazonal,
diminuicdo da qualidade e producdo do leite e custos veterinarios elevados
(Rhoads et al., 2013, Castro-montoya et al., 2022).

Embora tecnologias avancadas para reducdo de calor sejam utilizadas,
apenas uma pequena parte das perdas econdmicas relacionadas ao calor €
recuperada (St-pierre et al., 2003). As altera¢des climéticas continuardo a
acentuar as consequéncias ja graves do estresse térmico sazonal, acreditando
gue até 2030 os estados do sul dos EUA, terdo perdas adicionais na producao
de leite de mais de 2% (Key et al., 2014).

O aumento da temperatura interna indica que 0S mecanismos
termorreguladores néo estdo sendo eficientes, sendo em bovinos considerado
normal a temperatura que varia entre 38° e 39,4°C, havendo variacdes de acordo
com a idade, sexo, nivel nutricional, lactacéo e estagio reprodutivo (Martello et
al., 2004). Estudos em ratos observaram uma menor temperatura interna, para
animais que foram suplementados com metionina, além de uma maior eficiéncia
alimentar (Hasek et al., 2010).

A metionina € um aminoacido essencial que desempenha um papel
importante em vias metabdlicas no organismo, seu metabolismo é complexo e
envolve varias etapas que ocorrem no figado (Lorenzeti et al., 2011). Além de
exercer a funcdo na constituicdo de proteinas (Rees et al., 2002), a metionina é
o principal doador de grupos metil para o processo de metilacdo do DNA, um dos
mecanismos responsaveis por modular a expressao génica (Szyf, 2011).

Entre as proteinas importantes para o0 organismo, as chaperonas
moleculares, também conhecida como proteina de choque térmico (Heat Shock
Proteins - HSP), ajudam a manter a integridade das proteinas celulares durante
periodos de estresse. Elas atuam auxiliando na correta dobragem das proteinas

e prevenindo a agregacdo ou a degradacdo anormal, além de atuar na


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175173112300143X?via%3Dihub#b0450
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175173112300143X?via%3Dihub#b0135
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estabilizacdo dessas, impedindo que se desdobrem ou se agreguem de maneira
nao funcional (Chen et al., 2018).

Devido a esses fatores a suplementacdo com metionina apresenta
beneficios ao organismo, ela pode ser ofertada na forma cristalina, entretanto
nesse formato a metionina livre é rapida e quase que totalmente degradada pelos
microrganismos ruminais (NRC, 2001), ou na forma protegida do rimen (RPM),
onde essa degradacdo nao ocorre e grande parte é absorvida pelo intestino
delgado.

Ainda, com o rebanho comercial brasileiro de bovinos de corte sendo
formado na sua grande maioria por animais de racas zebuinas e suas cruzas
(Enzo e De Los Reyes, 2004) e sua conhecida adaptacdo ao clima tropical, ha
um pensamento generalizado o qual ndo considera muitas vezes potenciais
interacdes negativas do calor em caracteristicas produtivas de interesse
econdbmico para os sistemas de producdo. Assim, eventuais estratégias de
suplementacdo visando ndo somente fornecer nutrientes que auxiliem um
melhor desempenho animal, bem como possam auxiliar de alguma forma para
melhores respostas produtivas e reprodutivas em clima tropical (temperaturas e
umidades elevadas) sdo de grande interesse para pesquisadores e produtores.
Com isso nosso objetivo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de metionina
protegida da degradacdo ruminal na temperatura interna e externa, no
metabolismo, no ganho de peso, das vacas e dos bezerros, no desenvolvimento
folicular e na taxa de prenhez de vacas de corte lactantes submetidas a estacéo

reprodutiva com alto THI.
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Capitulo 2
2.1 Reviséo Bibliografica

O estresse térmico ocorre quando 0s animais S&80 expostos a
temperaturas que excedem sua zona de conforto térmico, e a taxa de producao
de calor € maior do que a taxa de dissipagéo (Aggarwal e Upadhyay, 2013). Além
da temperatura, outros fatores ambientais estdo associados, sendo eles:
umidade relativa do ar, velocidade do vento, radiacdo solar e precipitacdo
(Romero, 2013). Uma das alternativas praticas para avaliar o grau de estresse
térmico ambiente é através do THI (Temperature-Humidity Index), conhecido no
Brasil como indice de Temperatura e Umidade, ITU, que combina o efeito
simultaneo de temperatura e umidade (Ravagnolo et al. 2000).

Observamos em animais em estresse térmico uma reducdo na ingestédo
de matéria seca, crescimento, imunidade, producéo de leite e principalmente na
eficiéncia reprodutiva (Rhoads, 2023). Pois 0 estresse térmico reduz a expressao
do comportamento estral (Hansen et al.,, 2001), altera o desenvolvimento
folicular, o crescimento e funcao do foliculo dominante (Wilson et al., 1998),
compromete a competéncia do odécito (Wolfenson et al., 2000) e inibe o
desenvolvimento embrionario (Drost et al., 1999).

A maioria dos efeitos do estresse térmico sdo identificados em gado
leiteiro, devido ao volume de estudos desenvolvidos na area, mas também estéo
presentes no gado de corte, embora em grau reduzido devido a menor producdo
de calor metabdlico das vacas de corte (St-Pierre et al.,, 2003). Estudos
mostraram que em bovinos de corte em crescimento, o estresse térmico diminuiu
o CMS e aumentou a digestibilidade (Lippke, 1975, Saeed, 2023), diminuiu a
taxa de ganho (Mitlohner et al., 2001) parcialmente anulado pelo ganho
compensatoério (Mader et al., 1999) e reduziu a fertilidade de machos e fémeas
(Biggers et al., 1987). No entanto a quantificacdo desses efeitos € complicada
devido a aclimatagcéo dos animais, que € influenciada pelas diferencas raciais e
sua suscetibilidade ao estresse térmico (Hammond et al., 1998, Gaugham et al.,
1999).

Além da reducdo no aspecto produtivo, o estresse térmico afeta o
metabolismo proteico, ocorrendo mudancas na quantidade de tecido magro da
carcaca em varias espécies (Geraert et al., 1996), ocasionado pela proteodlise
como rota energética (Baumgard et al., 2013), que ocorre como um processo
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adaptativo do organismo, para compensar a reducdo na glicogénese e
glicogendlise.

Uma forma de monitorar a adaptacdo dos animais ao calor € através da
medicdo de temperatura interna, que sofre variabilidade pelo fluxo sanguineo
(Godyn et al., 2019). Entre os mecanismos de avaliagbes modernos as medi¢cdes
continuas de temperatura tém recebido um papel de destaque, devido a
gualidade de informacdes geradas. Essas podem ser monitoradas através da
temperatura vaginal ou retal, com o auxilio de Termdmetros Data Logger,
capazes de armazenar em sua memoria as leituras de medi¢cfes de temperatura
feitas automaticamente com intervalo de tempo pré-configurado no aparelho
(Godyn et al., 2019).

Outro mecanismo de monitoramento séo as cameras com infravermelho,
gue permitem observar a distribuicdo de temperatura na superficie corporal,
método esse que, apesar de menor preciséo, ndo € invasivo, tornando-se Util em
animais de grande porte (Godyn et al., 2013). George et al. (2014), compararam
diferentes métodos de avaliacdo de temperatura, sendo eles Temperatura Retal
(TR) e Vaginal (TV), por Termdmetro Digital e Termometro Data Logger,
respectivamente, e Temperatura Ocular, através de termémetro infravermelho,
e constataram que existe uma alta correlacédo entre TR e TV (r=0,96, p<0,001),
e moderada em relacdo a Temperatura ocular (r=0,52 e r=0,58, p<0,001, vaginal

e retal, respectivamente).

2.1.1. Estresse térmico e seus efeitos no metabolismo

Os bovinos sdo homeotérmicos, ou seja, contam com um sistema
termorregulador que relaciona o sistema nervoso central (SNC) e o sistema
nervoso periférico (SNP). O hipotalamo funciona como um termostato fisiologico
capaz de ajustar a temperatura corporal de acordo com a necessidade,
produzindo ou dissipando calor (Dukes, 2006).

A estratégia basica para manter a temperatura corporal € permitir que o
calor se dissipe do corpo através de vias de troca, sendo elas: conducéo,
conveccao, radiacao e evaporacao (Curtis, 1983). Trés dessas rotas (conducao,
conveccédo e radiacdo) sdo referidos como vias de perda de calor sensiveis e

necessitam de um gradiente térmico para operar. A quarta via, por evaporacao,
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trabalha sob gradientes de vapor e pressao e é definida como via insensivel de
perda de calor (Collier et al., 2006).

Ao ser exposto ao estresse, a resposta inicial € a vasodilatacdo, que
aumenta o fluxo sanguineo na pele e nos membros. O sangue que perfunde os
leitos vasculares cutaneos retornam para o centro através das veias superficiais,
a partir das quais o calor é perdido para a pele e pelo ar (Shaerer e Beede, 1990).
Em condi¢des de frio, o fluxo sanguineo dos membros retorna para o centro do
corpo através das veias profundas que acompanham as artérias (Shaerer e
Beede, 1990). O calor é transferido por troca em contracorrente, do sangue
arterial aquecido para o sangue venoso, mais frio e desse modo, retorna para o
centro do corpo.

Quando a vasodilatacdo ndo consegue manter uma temperatura normal,
o resfriamento evaporativo € aumentado pela sudorese, pelo ofego ou por ambos
(Garcia et al., 2021). O resfriamento evaporativo € o Unico método de perda de
calor disponivel quando a temperatura ambiente excede a da pele, sendo mais
eficaz quando a umidade relativa € baixa (Robinson, 2004). Vacas a uma
temperatura de —10 °C perdem cerca de 10% de seu calor por evaporagao;
porém, a medida que a temperatura ambiente aumenta até cerca de 32 °C, elas
perdem cerca de 80% por evaporacao.

Esses mecanismos adaptativos implicam em alteragdes no organismo,
balanco de minerais e excrecdo de hormonios (Nelson e Cox, 2022). Na
sudorese 0 suor ndo € agua pura, mas uma solucado salina, rica em Na e CI
(Nelson e Cox, 2022). Vale ressaltar que as concentracfes de Na e Cl sdo mais
baixas no suor que no plasma, no entanto a sudorese prolongada pode causar
deplecédo significativa nas reservas de Na e CI (Nelson e Cox, 2022). Ja na
ofegacdo ocorre um aumento da frequéncia respiratoria que causam um esforco
muscular, aumentando a necessidade de energia, além de induzir a alcalose
respiratoria, uma elevacao no pH dos fluidos corporais causado pela remocao
excessiva de dioxido de carbono (Nelson e Cox, 2022).

Quando os mecanismos de termorregulacdo ndo conseguem reverter
essa situacao, o organismo comeca a passar por um periodo de estresse térmico
(Voet et al., 2014). Nesse caso € iniciado uma cascata de eventos, que levam ao
estado de alerta, mediado pelo hipotadlamo. Quem atua nesse processo € o
sistema hipotadlamo-hipoéfise-adrenal (HAA), que é responséavel pela producéo de
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cortisol, horménio determinante no aumento de captacdo de substratos
energeéticos para producéo de ATP (Diaz Gonzales e Silva, 2017).

O cortisol favorece o aumento de &cidos graxos livres, por catabolismo
lipidico, aumento de glicose no sangue por menor utilizacdo periférica e por
ativacdo da gliconeogénese (Diaz Gonzales e Silva, 2017). Além disso, interfere
na atividade do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, resultando na reducdo dos
hormdnios tireoidianos. Esses sao responsaveis pela termogénese, aumentam
a taxa metabdlica, além de apresentarem acdo que potencializa as
catecolaminas (Bianco e Kimura, 1999). A diminui¢cdo da fungéo tireoidiana em
vacas durante longos periodos de exposicao ao calor podem estar associada a
necessidade de diminuir a taxa metabdlica (Morais, 2008).

A secrecdo dos hormdnios tireoidianos é regulada pela hipoéfise anterior,
gue secreta o horménio tireoestimulante (TSH), que é controlado pelo hormdnio
liberador do TSH (TRH), produzido no hipotalamo (Nelson e Cox, 2022). Os
glicocorticoides diminuem a sintese de TSH pela hipofise anterior e este efeito
tem sido atribuido a diminuicao na producéo de TRH, inibindo a producédo de T3
(tri-iodotironina) e T4 (tiroxina), interferindo dessa forma no metabolismo,

energeético, lipidico e proteico (Nelson e Cox, 2022).

2.1.2. Estresse térmico e seus efeitos no desempenho animal

O termo “conforto térmico” quando utilizado para animais considerados
homeotérmicos, diz respeito a ocasido em que o animal se encontra em um
ambiente de equilibrio térmico, ou seja, ndo se faz necessaria a mobilidade de
recursos de termorregulacdo para que o animal se ajuste as condicdes
ambientais (Takahashi; Biller; Takahashi, 2009). Essa condicdo € importante
porque o animal consome baixos niveis energéticos para sua mantenca,
deixando disponivel grande parte da energia metabolizada para processos
produtivos e quando aliada a um bom potencial genético e alimentacao
adequada, permitirdo aos animais maxima eficiéncia produtiva (Klosowski et al.,
2002).

Bovinos em estresse térmico tém suas atividades comprometidas, o que
ocasiona alteracbes sobre o consumo de alimentos e agua, crescimento,
desenvolvimento, producéo de leite, reproducdo e comportamento (Mader et al.
2010). A incidéncia de problemas relacionados a salde de Ubere aumenta em
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consequéncia da elevacédo do cortisol, que é imunossupressor, o que reduz a
capacidade de defesa da glandula mamaria, deixando-a susceptivel a infec¢des
causadas por bactérias presentes no ambiente (Pereira, 1996). Em resposta,
ocorre um recrutamento de neutrofilos para a regido na tentativa de combater a
infeccdo, liberando para o leite secretado esses neutréfilos e enzimas
proteoliticas e lipoliticas, alterando a composicao do leite (Kehrli et al., 2000). A
reducdo na producao de leite, depende de fatores relacionados ao manejo, no
entanto, sdo frequentemente observadas perdas produtivas de 10%, além da
reducdo nos teores de gordura, proteina, lactose, calcio e potassio.

Os efeitos negativos no desempenho estdo associados principalmente a
reducdo na ingestao de alimentos, a hipofuncdo da tireoide e pelo gasto de
energia despendida para eliminar o excesso de calor corporal (Pinarelli, 2003;
Porcionatto, 2009).

Outra alteracéo que ocorre em condicfes de estresse térmico € a alcalose
respiratoria: a medida que as vacas sao afetadas por altas temperaturas, a
frequéncia respiratéria aumenta e o CO2 (géas carb6nico) & eliminado dos
pulm&es mais rapidamente do que é produzido (Nelson e Cox, 2022). Isto leva a
gueda no CO2 sanguineo. Para tentar manter a relacdo CO2/bicarbonato (HCO3)
constante no sangue, o rim aumenta a excre¢cao de HCO3 (Nelson e Cox, 2022).
Com mais CO2 saindo dos pulmdes e mais bicarbonato excretado pela urina, a
concentragdo sérica de bicarbonato é reduzida, tornando o pH do sangue mais
alcalino, sendo denominado de alcalose respiratéria (Nelson e Cox, 2022). Essa
alteracdo € responsavel por causar distarbios neuroldgicos, alteracdes
cardiovasculares, desidratacdo e desequilibrio eletrolitico. Além de comprometer
o0 sistema imunolégico, tornando-os mais suscetiveis a outras doencas

infecciosas.

2.1.3. Estresse térmico e seus efeitos na reproducao

O estresse cal6rico aumenta a atividade do eixo hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HHA), como mencionamos anteriormente, o que diminui a fungéo
reprodutiva, mostrando haver uma possivel relacdo com os hormdnios do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) (Sayeg, 2020). A producéo do cortisol
influencia a fungéo sexual em trés niveis do eixo HHG: a nivel de hipotalamo,

por meio do CRH (hormoénio liberador de corticotrofina), onde este inibe a
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secrecdo de GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas) e,
consequentemente, na hipoéfise anterior, diminuido a liberagdo de LH (horménio
luteinizante) e de FSH (hormonio foliculo estimulante), alterando nas gdbnadas o
efeito estimulatério das gonadotrofinas (Rocha et al., 2012; Catunda et al., 2014).

Com a diminuicdo da liberacdo das gonadotrofinas (LH e FSH), a
producao de estrégenos também sera afetada, o que ira acarretar em diversos
transtornos reprodutivos como: falhas na deteccdo do estro ocasionadas pela
presenca de estro silencioso, falhas no desenvolvimento e na qualidade do
oocito, na fertilizacdo e na implantagdo (De Rensis et al., 2015) do embrido
devido a nao preparacdo do utero e a formacdo de um corpo luteo de ma
gualidade, podendo ainda levar a fémea a uma condi¢cdo de anestro (Rocha et
al., 2012).

Essa diminui¢do na fertilidade tem sido associada a baixa competéncia do
00cito, pois esse é intimamente relacionado com o0 ambiente em que se encontra
(Webb et al.,, 2004). O diametro do foliculo dominante menor, associado a
alteragcbes bioquimicas ocorridas na glicose, no IGF-1, nos &cidos graxos ndo
esterificados, no colesterol total e na ureia do microambiente folicular, pode
comprometer a capacidade de desenvolvimento do o6cito e a qualidade das
células da granulosa (Webb et al., 2004). No interior do foliculo encontram-se
fatores de crescimento e gonadotrofinas que sao essenciais aos estagios de
crescimento e ovulacdo (Webb et al.,, 2004). Chega-se, assim, a maturacao
oocitaria por meio da interacdo do odcito com as células da granulosa e da teca
(Miyano, 2003; Cecconi et al., 2004), a qual fornece, ainda, condi¢cdes para que
0 odcito possa ser ativado, dando continuidade ao seu crescimento e conferindo-
lhe qualidades que sado indispensaveis para o sucesso do desenvolvimento
embrionario (Schultz, 2002).

O estresse € um potente ativador da liberacdo do CRH pelo hipotalamo
(Chatterjee e Chatterjee, 2009). Uma conexédo neural direta entre CRH e GnRH
tem sido documentada (Rivest e Rivier, 1995). CRH é o principal regulador do
eixo HHA e do peptideo B-endorfina que reduz a atividade do hipotalamo em
gerar pulsos de GnRH e, concomitantemente, inibe a secrecdo de GnRH (Chen
et al., 1992). A resultante diminuicdo na liberacdo pulsétil de LH (Li et al., 2006)
posteriormente leva a anovulacdo, a interrup¢cao da decidualisacdo endometrial

e a perda da gestacdo (Chatterjee et al., 1994). Receptores de CRH séao



21

identificados na maioria dos tecidos reprodutivos femininos, incluindo os ovarios,
0 Utero e o trofoblasto placentario (Chrousos, 1995). Receptores de CRH na teca
ovariana e nas células da granulosa (Mastorakos et al., 1994) sdo encontrados
e reduzem a esteroidogénese ovariana de maneira dose-dependente (Ghizzoni
et al., 1997), sugerindo que o CRH no ovéario pode levar a faléncia ovariana e na
placenta pode induzir ao parto prematuro (Webster et al., 1996).

Uma das respostas fisioldégicas para o aumento da temperatura corporal
€ a redistribuicdo de sangue para a pele (Maia et al., 2005). Aumentam-se
também os ciclos respiratérios como resposta ao estresse térmico, o que pode
resultar em redistribuicdo do fluxo de sangue para os musculos envolvidos na
atividade respiratoria (Maia et al., 2005). O maior fluxo sanguineo para a periferia
associado com a termorregulacdo, simultaneamente, reduz o fluxo sanguineo
para 0s Orgdos internos, incluindo o trato reprodutivo (Rocha, 2012). Por
exemplo, o fluxo de sangue para o ovario, o colo uterino e a tuba uterina
diminuiram de 20-30% durante o estresse térmico, enquanto aumentou o fluxo
sanguineo vulvar em 40% (Rocha, 2012). Ocorre um menor aporte de sangue
para o Utero, com morte embrionaria precoce (<42 dias), mais prostaglandina
com lutedlise prematura.

O estresse térmico também pode atingir a reproducéo de forma indireta,
alterando o balanco energético, devido a reducédo da IMS, o que reduz as
concentragcbes plasmaticas de insulina, glicose e IGF-I, além de aumentar o
horménio do crescimento (GH) e &acidos graxos livres ou nao-esterificados
(AGNE) (Oliveira, 2002).

2.1.4 Metabolismo proteico

As proteinas sdo moléculas abundantes e apresentam papel importante
para o funcionamento celular, participam da sintese de enzimas, sais biliares,
substancias neurotransmissoras, sintese de hormonios e vitaminas, auxiliando
na resposta imune, contracdo muscular, transporte de diversas substancias e no
crescimento (Vieira, 2003).

Sao moléculas de alto peso molecular que sdo compostas por nitrogénio,
oxigénio e carbono, que se formam a partir de combina¢des de aminoacidos com

ligagBes polipeptidicas (Matias, 2022). Nos periodos de crescimento ocorre 0
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aumento nas taxas de sintese de proteinas, bem como degradacéo e reutilizacéo
dos aminoacidos, visando a formacao de novos tecidos (Silva, 2023).

No entanto a reutilizacdo ndo € completa, pois ocorre a perda de
aminodcidos pelo catabolismo oxidativo, fezes, urina, suor, saliva e pele, sendo
por isso necessario a ingestao diaria de aminoacidos essenciais e nao essenciais
(Matias, 2022). Esse processo de reutilizacdo de aminoacidos € conhecido como
turnover proteico, acredita-se que aproximadamente 3% a 4% da proteina total
do organismo passa por um processo continuo de remodelacdo, envolvendo
sintese e degradacao, o que é essencial para a manutengdo da homeostase e
adaptacao as necessidades fisiologicas do corpo (Abreu et al., 2021)

A velocidade do turnover proteico ndo é uniforme e varia entre os 6rgaos,
por exemplo a mucosa intestinal e a medula éssea apresentam uma taxa mais
rapida, enquanto o tecido muscular e conjuntivo tem uma velocidade mais lenta
nesse processo, e essa variacdo ocorre devido as demandas metabdlicas
especificas de cada tecido e 6rgao no corpo (Teixeira et al., 2010). Além disso,
a taxa de turnover proteico varia ao longo da vida, sendo mais elevada na
infancia, periodo de maior demanda para o crescimento e desenvolvimento do
organismo (Guedes, 2009).

Em termos de consumo energético, 0 turnover proteica demanda
aproximadamente de 10% a 25% do gasto energético basal, porcentagem
superior ao necessario para o metabolismo lipidico e glicidico, indicando que a
manutencdo e renovacdo das proteinas no corpo demandam uma parcela
significativa da energia total consumida (Pardo et al., 2019).

As proteinas sdo compostas por aminoacidos, como mencionado
anteriormente, e esses, tém vias metabolicas diferentes e sdo classificados em
esséncias e nao essenciais (Vieira, 2003). Os essenciais ndo sao sintetizados
pelo organismo, dessa forma precisam ser fornecidos na dieta, e sédo eles,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina
(Guimaraes, 2015). Os nao-essenciais sao produzidos pelo organismo a partir
de precursores, como carbono e nitrogénio, que sdo metabolitos do metabolismo
intermediario e de grupamentos amino provenientes do excesso de aminoacidos,
e resultam em gasto de energia, sdo eles a alanina, a serina, a asparagina e 0s

acidos aspartico e glutamico (Martins e Assuncao, 2018).
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Também existe o0s considerados aminoacidos condicionalmente
esséncias, que sdo aqueles produzidos pelo organismo, mas que apresentam
uma limitada capacidade de sintese os tornando insuficientes em determinadas
situacdes, alguns exemplos séo, a arginina, glicina, glutamina, tirosina, prolina,
histidina, cisteina e taurina (Reis et al., 2020). Abaixo mostramos uma tabela

com os aminoacidos condicionalmente essenciais e seus precursores.

Tabela 1. Aminoacidos condicionalmente essenciais e seus precursores metaboélicos

ltem Precursor metabdlico
Alanina Piruvato
Arginina Citrulina, glutamina
Asparagina Acido aspartico
Acido glutamico a-cetoglutarato
Cisteina Metionina, serina
Glutamina Acido glutamico
Glicina Serina, colina
Prolina Glutamato
Serina Glicerol, glicina
Tirosina Fenilanina

Adaptado de Mcnurlan e Garlick (1995)

2.1.5. Metabolismo proteico no estresse

No estresse as respostas metabdlicas visiveis sdo aumento da lipolise e
protedlise, perda de massa muscular, supressdo imunolégica, tornando o
individuo mais susceptivel a enfermidades. Inicialmente ocorre um aumento na
liberacdo de aminoacidos, alanina e glutamina, pelos tecidos periféricos,
musculo esquelético, para gliconeogénese e sintese de proteinas necessarias a
defesa imunoldgica, conhecidas como as proteinas de fase aguda (PFA)
(Rennie, 1998).

Essas proteinas sdo sintetizadas no figado e modulam a resposta
inflamatéria; as positivas rapidamente se elevam no plasma enquanto as
negativas diminuem (Santos et al., 2014). As PFA atuam no organismo
modulando a resposta inflamatoria, interagindo com células imunes, inibindo o
crescimento de patdgenos, auxiliam no transporte de lipidios e horménios, além
de auxiliar no reparo e regeneracéo tecidual, facilitando a cicatrizagao de feridas

e a recuperacao de tecidos danificados (Rodrigues, 2012).
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No estresse o figado fica responsavel por a producdo das proteinas de
fase aguda, diminui a sintese de albumina, aumenta a sintese de ureia e a
captacdo de aminoacidos, onde essa ureia produzida se direcionada aos rins,
resultando no aumento da perda de nitrogénio pela urina e alterando o balanco
nitrogenado do organismo (Conney et al., 1997). A eliminacdo urinaria dos
produtos de degradacdo da musculatura esquelética reflete a intensidade do
hipercatabolismo (Biolo et al., 1997). Por isso a oferta de aminoacidos em fases
de estresse pode ser benéfica, pois melhora o aporte de nitrogénio no
organismo.

Estudos realizados em humanos relatam que existe uma diferenca no
metabolismo dos aminoéacidos ao longo da vida, sendo que no periodo neonatal
€ a fase que apresentam maior necessidade (43%) e declinam progressivamente
até a fase adulta (19%) (Imura e Okada, 1998). E isso ocorre devido a diminui¢ao
da atividade da enzima cistationase, responsavel pela formacéo de cisteina a
partir de metionina, também ocorre a diminuicdo da enzima fenilalanina
hidroxilase, o que pode determinar a deficiéncia de tirosina e o acumulo de
fenilalanina (Kalhan e Iber, 2000). Ja taurina, cujo precursor metabdlico na via
de transulfuracdo é a cisteina, como consequéncia também tem sua sintese
reduzida, tornando-se, portanto, um aminoacido condicionalmente essencial
para os recém-nascidos (Imura e Okada, 1998).

A necessidade proteica € influenciada pela oferta energética total e,
guando essa for inadequada, ocorrera o catabolismo proteico para o
fornecimento de energia ao organismo a partir de aminoacidos, fazendo com que
o organismo fique com déficit proteico. Podendo ocasionar problemas na
estruturacdo das células, no transporte de substancias, regulacdo hormonal e

defesa imunoldgica.

2.1.6. Funcédo dos aminoéacidos no organismo

A compreensdo das funcbes especificas dos aminoacidos é importante
para formular dietas equilibradas para ruminantes, garantindo que suas
necessidades nutricionais sejam atendidas em diferentes fases da vida e em
diferentes condicdes fisioldégicas (Brumano, 2008). Com isso, vale ressaltar

algumas das principais funcdes dos aminoacidos no organismo.
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A arginina atua na sintese proteica, especialmente no tecido conjuntivo, e
sua sintese depende da disponibilidade de citrulina e ornitina, sua
suplementacdo estd associada a melhora da cicatrizacdo (Pereira, 2006). Ja a
glicina est& envolvida na sintese de nucleotideos, sais biliares e creatina, tendo
uma maior demanda em fases de crescimento, principalmente na fase neonatal
por ter sua sintese imatura nesse periodo (Schutz, 2011).

A glutamina é importante em casos de lesGes graves de mucosa intestinal,
por auxiliar na rdpida multiplicagdo celular, principalmente de enterdcitos e
linfécitos (Satyanarayana, 2014). A lisina € fundamental para o crescimento,
desenvolvimento e reparo de tecidos, além de atuar na producéo de enzimas e
hormonios importantes para o metabolismo (Balbino et al., 2005). O Triptofano &
precursor da serotonina, um importante neurotransmissor, além de contribuir
para o controle do apetite (Junior et al., 2021).

A histidina é precursora de compostos biologicamente ativos, € crucial
para a formacdo de histamina, um composto que desempenha papéis
importantes no sistema imunolégico, na resposta inflamatéria e na regulacao da
acidez no estdbmago (Freitas, 2012). A leucina, isoleucina e valina sé&o
aminoéacidos de cadeia ramificada e atuam na sintese de proteinas musculares,
desempenhando um papel importante no crescimento e reparo muscular,
podendo ser oxidados para gerar energia durante periodos de exercicio intenso,
além de, desempenharem papel na regulacao do sistema imunolégico (Lorenzeti
etal., 2011).

A arginina atua na sintese de ureia, contribuindo para a excrecéo eficiente
de aménia, um subproduto do metabolismo proteico, além de estar envolvida na
regulacéo do sistema imunolégico e na produc¢do de 6xido nitrico, que tem efeitos
vasodilatadores (Gonzalez e Silva, 2019). A fenilalanina e a tirosina séo
precursoras de neurotransmissores importantes, como a dopamina,
norepinefrina e epinefrina, e estdo envolvidas na sintese de melanina, pigmento
responséavel pela coloracao da pele, pelos e olhos (Martins e Assuncao, 2018).

A cisteina é um importante componente na formacédo da glutationa, um
antioxidante essencial para a protecao celular contra danos oxidativos, além de
ser crucial na formacao de queratina, uma proteina estrutural em pelos, penas e
cascos (Guimarées, 2015). A metionina é essencial na sintese de proteinas e

participa na formacdo de enzimas importantes, como a metionina sulfoxido
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redutase, que protege as células contra danos oxidativos, além de ser precursora
da cisteina (Barreiros et al., 2006).

A Metionina Sulfoxido Redutase, citada anteriormente, € uma enzima que
protege as células dos danos oxidativos causados pela metionina sulféxido,
produto gerado da oxidacao da metionina (Favier et al., 2003). A enzima age
catalisando a reducéo do grupo sulfoxido (SO) presente na metionina sulfoxido,
convertendo-o de volta para a forma original da metionina, que pode ser
reincorporada as proteinas celulares (Barreiros et al., 2006). Isso é importante
porque a metionina é um aminoacido essencial que desempenha papéis criticos
na sintese proteica e em outras vias metabolicas.

O processo de reducéo catalisado pela Metionina Sulfoxido Redutase é
uma estratégia celular para lidar com o estresse oxidativo que ocorre quando ha
um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e a
capacidade antioxidante da célula (Almeida et al., 2005). Essas espécies
reativas podem danificar proteinas, lipidios e DNA, contribuindo para o
envelhecimento celular.

Assim, a Metionina Sulfoxido Redutase desempenha um papel
significativo na manutencao da integridade das proteinas celulares, contribuindo
para a homeostase redox e protegendo a célula contra os efeitos nocivos do
estresse oxidativo (Pauwels et al., 2007). Esta enzima é particularmente
importante em organismos que dependem da metionina, como 0s ruminantes,
onde a metionina € um aminoacido essencial na dieta e desempenha papéis

criticos em muitas vias metabdlicas.

2.1.7. Digestédo e absorcdo de proteinas e aminoéacidos

Sao as bactérias os principais microrganismos envolvidos na degradacao
proteica, e sdo eles também os mais abundantes no ambiente ruminal, Broderick
et al (1991) relata que mais de 40% das espécies isoladas, apresentam atividade
proteolitica (Rigon et al., 2022, Aquino et al., 2023).

A porcdo de proteina bruta dos alimentos € composta por uma fracao
degradavel no rimen (PDR) e uma nédo degradavel no rimen (PNDR), onde a
degradacdo da primeira fragcdo ocorre pela acdo de enzimas que sdo as
proteases, peptidases e deaminases secretadas pelos microrganismos ruminais

(Salazar et al., 2008). Inicialmente as bactérias se ligam as proteinas em um
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processo de adsorcdo, quesofrem uma hidrélise pelas enzimas proteases,
levando a liberacdo de oligopeptideos, que serdo degradados por
oligopeptidases os quais sao quebrados em pequenos peptideos e aminoacidos
livres, que sdo entdo incorporados a proteina microbiana (Aquino et al., 2023).

A eficiéncia das proteases microbianas, esta diretamente ligada a
estrutura e solubilidade das proteinas, e € regulada pela taxa de passagem, pois
a renovacdo do conteudo ruminal propicia uma populacdo microbiana mais
jovem que apresenta menor exigéncia de manutencéo e direciona os nutrientes
em grande parte para o seu crescimento (Pelissari, 2020).

Outro microrganismo responsavel pela degradacéo das proteinas sao os
protozoarios, que, apesar de menos numerosos, diferem das bactérias em seu
mecanismo de acdo (Berchielli et al., 2011). Eles ao invés de formarem um
complexo com a proteina, eles ingerem bactérias, fungos e particulas de
alimentos que sao digeridos no interior da célula, liberando peptideos que sdo
degradados a aminoacidos livres que sao incorporados a proteinas dos
protozoarios (Berchielli et al., 2011). Apesar de secretarem peptideos,
aminoacidos e amodnia no fluido ruminal, a parte mais significativa desses
compostos € disponibilizada com a autdlise celular ou morte dos microrganismos
(Clarindo, et al., 2008).

Como vistos, a fragdo degradavel, dara origem a peptideos, aminoacidos
e amobnia e sdo utilizadas para a formacédo de proteina microbiana, que é a
principal fonte de proteina metabolizavel para ruminantes (Guimaraes, 2015). A
producao de amonia é originaria da fragéo de Nitrogénio N&o-Proteico (NPP) do
alimento, que sofre a acdo da enzima urease, secretada por bactérias presentes
na parede ruminal, que fazem a converséo de ureia em amonia (Berchielli et al.,
2011), processo este dependente da disponibilidade de energia no rimen. O
excedente é absorvido e através da parede ruminal na forma néo ionizada (NHz).
Nesse aspecto a regulacdo do pH ruminal exerce uma importante acéo, pois a
reducdo do pH favorece a ionizacdo da aménia, tornando a indisponivel para
absorcéao (NH4*, amonio) (Berchielli et al., 2011).

A amonia é toxica para os ruminantes quando em altas concentracoes,
por isso € convertida no figado dentro das mitocondrias e no citosol dos
hepatocitos, em ureia novamente (ciclo da ureia), onde nesse processo 2

moléculas de NH3 sdo convertidas em 1 molécula de ureia (Kozloski, 2017). A
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primeira molécula de amobnia €& carboxilada pela enzima carbamoil fosfato
sintetase, originando o composto carbamoil fosfato, utilizando dois ATPs, o
substrato gerado reage com a ornitina formando a citrulina, um precursor para a
formacao de arginina, aminoacido citado anteriormente (Berchielli et al., 2011).

A segunda molécula de aménia que entra no ciclo € originada do aspartato
gue reage com a citrulina, gerada pela utilizacéo da primeira molécula, formando
0 arginino-succinato, que é clivado a arginina e fumarato. A arginina é quebrada
usando a enzima arginase, regenerando a ornitina e produzindo uma molécula
de ureia (Berchielli et al., 2011). Essa molécula produzida € excretada via urina,
ou retorna para o rumen através do processo de reciclagem de nitrogénio (N),
gue permite que esse N seja reutilizado pelos microrganismos como NNP (Figura
1).

Figura 1. Visédo geral do catabolismo de amino acidos em mamiferos. Os grupos amino e os
esqueletos carbbnicos seguem caminhos distintos, mas interligados.
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A proteina metabolizavel é representada pelo total de AA derivado da
digestao intestinal, que sdo provenientes da proteina microbiana e da PNDR da
proteina endégena. Estudos mostram que a exigéncia dos ruminantes nao é por
PB, NNP, PDR ou PNDR, mas sim por AA, e esses devem estar disponiveis para
0 metabolismo dos tecidos em quantidade e propor¢des adequadas (Guimaraes,
2015). Sendo assim, o valor nutricional da proteina metabolizavel depende,
principalmente, do perfil de aminoacidos essenciais.

Ainda a nivel ruminal, os microrganismos precisam de energia para se
multiplicar, e entdo fazer o seu papel de fermentacédo. Para isso, a principal fonte
de energia utilizada séo os carboidratos (CHO), todavia alguns conseguem usar
proteinas como fonte energética, porém nenhuma espécie consegue utilizar
gordura (Kozloski, 2017). Em relagdo aos CHO eles podem ser fibrosos (CF) ou
nao fibrosos (CNF), sendo a hemicelulose, agucares, amido e pectina os mais
utilizados pelos microrganismos (Alves et al., 2016). Cada uma dessas fontes de
CHO apresenta taxas de fermentacao distintas e dependendo da velocidade de
fermentacdo e da fonte alimentar utilizada, havera, além de alteracdo da flora
microbiana, variagcdo no pH ruminal principalmente pela maior ou menor
necessidade de producdo de saliva e tamponamento com bicarbonato. Sendo
assim, o tipo de CHO utilizado na dieta pode influenciar diretamente na digestéo
proteica ruminal (Kozloski, 2017).

O que gostariamos de salientar € que as fontes de CHO apresentam taxas
de fermentacdo diferentes e isso modifica o ambiente ruminal, interferindo
principalmente em pH, que modula a absorcéo e fermentacdo dos substratos.

A proteina bruta e a PDR s&o substratos que interferem no crescimento
da flora ruminal, uma vez que as principais fontes de nitrogénio sdo a amonia,
aminodcidos e peptideos (Costa et al., 2015). As bactérias fermentadoras de CF
usam amoénia como fonte de N, enquanto as fermentadoras de CNF preferem
aminoacidos e peptideos (De Oliveira et al., 2006). Estudos in vitro mostraram
gue a adicdo de aminoacidos e peptideos aumenta a eficiéncia e a producédo de
proteina microbiana quando comparado a um meio que contém somente amonia
(Berchielli et al., 2011).

J& 0s microrganismos que consomem somente amdnia usam esqueletos
carbdnicos (acidos graxos de cadeia ramificada) e energia para sintetizar seus

aminoacidos (Nelson e Cox, 2022). Alguns exemplos sdo no caso dos acidos n-
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valerico, que se origina da desaminacdo da prolina, arginina e lisina, e 0s
isovalerico, isobutirico e 2-metil-butirico, que se originam dos AA de cadeia
ramificada, valina, isoleucina e leucina (Berchielli et al., 2011). Isso nos mostra
gue a suplementacéo de aminoéacidos influéncia, diretamente e indiretamente no
metabolismo.

No intestino chega o que chamamos de proteina metabolizavel, e a partir
do abomaso a digestao é semelhante a de ndo ruminantes. Apds a saida do bolo
alimentar da cavidade fermentativa comeca a digestdo com a agéo da pepsina
no abomaso (Nelson e Cox, 2022). No entanto a absor¢cdo em grande parte
ocorre no jejuno meédio, com a acdo das enzimas pancredticas, tripsina,
guimiotripsina e carboxipetidase e no ileo médio com o pico de atividade das
aminopeptidases e dipeptidases (Berchielli et al., 2011).

As enzimas tém funcgdes distintas e em conjunto fazem a digestdo dos
compostos nitrogenados, por exemplo a pepsina atua sobre moléculas de
proteinas produzindo peptideos no geral, a tripsina e quimotripsina agem sobre
proteinas e peptideos e produzem polipeptideos e dipeptideos (Tirapegui e
Rogero, 2007). As carboxipeptidases agem sobre polipeptideos e produzem
pequenos peptideos e AA livres, enquanto as dipeptidases transformam
dipeptideos em AA livres (Berchielli et al., 2011).

A mucosa do intestino delgado tem sitios de absorcdo de peptideos, AA
e nucleotideos, inicialmente acreditava-se que apenas a absor¢ao dos AA era
importante, e que os peptideos absorvidos eram metabolizados na mucosa
intestinal e transportados pela veia porta apenas na forma de AA livres (Nelson
e Cox, 2022). Entretanto, evidéncias mostram que pequenos peptideos, assim
como, 0s AA sado absorvidos principalmente no jejuno e ileo médio e
transportados para o figado.

Os aminoacidos absorvidos e metabolizados estdo disponiveis para 0s
tecidos, e sdo usados principalmente para a sintese proteica. Uma porcéo
consideravel é usada pelo figado para a sintese de glicose, através da
gliconeogénese (Berchielli et al., 2011), além de serem convertidos em lipidios,
purinas, pirimidinas, hormonios e neurotransmissores. Os AA ndo usados nesse
processo sdo desaminados, originando aménia e esqueletos carbdnicos que
podem ser usados como substrato do ciclo do acido tricarboxilico para producéo
de ATP (Nelson e Cox, 2022).
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O metabolismo dos aminoacidos é regulado pela acdo de hormdénios
como a insulina, GH e IGF-1 que atuam coordenando a sintese e degradacéo
dos AA, em situacdes de aumento de glicose no sangue, a insulina estimula a
captagcdo de aminoacidos pelas células musculares, além de promover a sintese
de proteina e inibir a degradacao, favorecendo a incorporacdo de aminoacidos
em cadeias polipeptidicas (Mizubuti et al., 2018). O Horménio do crescimento
(GH) e o Fator de Crescimento Semelhante & Insulina 1 (IGF-1) estimulam o
crescimento celular, mobilizando aminoacidos dos tecidos periféricos para o uso

em processos metabadlicos e sinteses proteica (Almeida et al., 2021).

2.1.8. HSPs e seus efeitos para o organismo

Por definicdo, a desnaturacdo proteica € uma consequéncia direta ou
indireta constante de qualquer estresse, uma vez que 0s estresses sao definidos
como fatores que impedem as fungdes celulares normais realizadas pelas
proteinas. Potencialmente, qualquer estressor que induza o enrolamento
incorreto de proteinas exigiria o recrutamento de HSP/acompanhantes. A este
respeito, os acompanhantes sdo agora considerados poderosos amortecedores
contra o estresse ambiental e até mesmo contra variacdes genéticas (Carey et
al., 2006).

O mau enrolamento das proteinas € a principal caracteristica do estresse
térmico, portanto as HSPs foram as primeiras acompanhantes a serem
estudadas. No entanto, desde a descoberta das HSPs/acompanhantes,
descobriu-se que o papel dessas, ndo se limita a gestdo do estresse térmico,
mas também esté envolvido em outros estresses, tais como frio, osmatico, seca,
sal, raios ultravioletas (UV), luz alta, estresse oxidativo e infeccdo por patégenos
(Swindell et al., 2007).

A principal funcdo das HSPs € atuar como um cartdo de memaria celular,
onde mantem as informacdes das células para limitar o dobramento incorreto e
resolver agregados. Ao fazer isso, minimizam o impacto das variagcdes
ambientais e genéticas no proteoma. Além de auxiliarem no processo de

sinalizacéo, direcionamento e degradacao das proteinas.
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2.1.9 Suplementacdo com metionina

A metionina € um aminoacido essencial para diversas funcdes fisiologicas
em ruminantes, no entanto todos os AA podem ser limitantes, dependendo da
composicdo da dieta e da contribuicdo da proteina microbiana para o total da
proteina que chega ao duodeno, e isso ocorre devido ao processamento das
matérias-primas que passam por algum tipo de tratamento térmico, que acaba
interferindo na absorcdo dos AA (Hristov et al., 2014).

Outro fator relevante é a degradacéo ruminal que pode limitar a eficiéncia
de absorcéo de metionina, pois esses produtos séo rapidamente desaminados
no ramen pelos microrganismos. Visando amenizar esse problema, existem
tecnologias de protecao utilizadas pela industria para proteger o AA, como 0s
polimeros sensiveis ao pH, matrizes de lipidios, revestimento com etil-celulose
e analogos de metionina de baixa degradacdo ruminal (Chen et al., 2011). A
protecdo com polimeros sensiveis ao pH &cido resulta num produto com
elevados coeficientes de protecdo ruminal, sendo independente da funcao
enzimatica e depende das diferencas de pH entre o rimen e o abomaso. Esta
tecnologia é considerada a mais efetiva, pois o produto resultante apresenta uma
biodisponibilidade elevada e relativamente constante (entre 70 e 80%) (Vrisman,
2013). Contudo, em situacOes de queda no pH essa tecnologia pode ter a sua
utilidade limitada reduzindo sua eficacia.

A tecnologia de protecdo com matriz lipidica depende das enzimas
intestinais para ser destruida, o que permite um grau razoavel de protecdo a
degradacdo no ramen (NRC, 2001). Ja& a protecdo com revestimento de etil-
celulose minimiza a digestdo enziméatica e a libertacdo dos AA depende da acao
fisica, o que diminui sua eficiéncia, uma vez que, dependendo do manejo o
excesso de mistura no alimento complementar, pode causar a degradacao do
revestimento de protecdo (Malacco et al., 2022).

O hidroxianalogo de metionina DL-2-Hidroxi-4-acido metiltiobutandico
(HMB) é uma alternativa a protecéo por encapsulamento, pois além de fornecer
metionina metabolizavel, por apresentar uma molécula mais resistente a
degradacéo, parece estimular o metabolismo microbiano no ramen (Chen et al.,
2011).

O produto Smartamine® M (ADISSEO®) é um dos disponiveis no

mercado e contém, no minimo, 70% de DL-metionina revestida com um polimero
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sensivel ao pH. Segundo o fabricante, a sua protecéo in vitro é de no minimo
90%, e apresenta uma quantidade de metionina metabolizavel de 567g (met/Kg
de produto). Chen et al. (2011) compararam a resposta produtiva de vacas
leiteiras que ingeriram dietas suplementadas com Smartamine® M e verificaram
efeitos positivos no metabolismo. Por isso a utilizacdo de metionina protegida da
degradacéao ruminal emerge como uma estratégia para otimizar a disponibilidade

desse aminoécido para 0 organismo.

2.1.10 Biotransformacao da metionina

A biotransformacdo da metionina fornece grupos metil para as células, é
uma regulacéo fina de processos celulares, influenciando na expresséo génica
e na funcdo de proteinas, interferindo em aspectos da fisiologia celular e
metabdlica. Ocorre de forma complexa, como exemplificadana (Selhub, 1999)
(Figura 2).

Ocorre principalmente no figado e, apesar de acontecer em todas as
células dos mamiferos, inicia com a agdo da enzima metionina
adenosiltransferase (MAT) que faz a conversdo da metionina em S-
adenosilmetionina (SAM) (Brosnan et al., 2004). Apds essa transferéncia do
grupo metil, SAM ¢é convertida a S-adenosilhomocisteina (SAH) e,
posteriormente, hidrolizada a homocisteina (Amaral, 2010). Durante a
transmetilacdo, a SAM doa seu grupo metil para moléculas-alvo, como DNA,
proteinas e neurotransmissores (Amaral, 2010).

A homocisteina € convertida a cistationina pela cistationina-f3-sintase
(CBS) enzima envolvida na via de transsulfuracdo, que da origem a cisteina,
precursora da glutationa (Tesseraund et al., 2009). Essa molécula tripeptidica
composta de aminoacidos desempenha um papel importante no organismo, tem
efeito antioxidante, protegendo as células dos radicais livres, auxilia na
regulacdo do ciclo celular, interferindo na proliferacdo e apoptose, também
auxilia na neutralizacdo de compostos quimicos facilitando sua eliminacéo pelos
rins e figado, e atua principalmente na protecdo das mitocéndrias, estruturas
responsaveis pela producéo de energia (Lehninger, 2018).

A homocisteina que ndo é usada na transsulfuracédo é direcionada para
outra via importante, a da remetilacdo, na qual a metionina pode ser novamente

sintetizada a partir da homocisteina, pela acao da
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betainahomocisteinametiltransferase (BHMT) ou pela enzima
metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR) (Brosnan et. al, 2004). Enzimas-
chave envolvidas na remetilacdo incluem a metionina sintase, que utiliza
vitamina B12 como cofator, e a metilenetetrahidrofolato redutase, que requer

como precursor a vitamina B9 (acido félico) (Selhub, 1999).

Figura 2. Processo de biotransformacéo da metionina
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Fonte: Adaptado de (Lehninger, 2018)

No figado a concentragdo de SAM controla o fluxo de biotransformacéo,
direcionando a homocisteina para uma das duas vias disponiveis,
transsulfuracdo ou remetilagcdo, visando restabelecer a homeostase. Altas
concentracbes de SAM podem inibir a enzima MTHFR e ativar CBS,
direcionando a homocisteina para a via de transsulfuracdo (Tesseraund et al.,
2009). Em baixos niveis ndo ha a inibicdo sobre BHMT (responsavel por
processar aproximadamente 25% do conteddo de homocisteina em hepatdcitos)
e MTHFR, com isso ha o direcionamento do fluxo para via de remetilacéo,
objetivando restabelecer os niveis normais do contetdo de metionina (Selhub,
1999).
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Em camundongos onde as concentracdes de SAM e GSH hepaticos séo
reduzidos, o figado torna-se maior e mais suscetivel a danos, além de diminuir
0s niveis de metilacdo, alterando a conformagdo do DNA e a estrutura da
cromatina, uma molécula complexa composta por DNA, proteinas e, em alguns
casos, moléculas de RNA (Brosnan et al., 2004). A cromatina é encontrada no
nacleo das células e desempenha um papel na organizacdo, regulacdo e
compactacao do material genético Lehninger, 2018).

A metionina desempenha um papel importante na regulagéo do estresse
térmico, é precursor direto da sintese de glutationa, um importante antioxidante
gue neutraliza as espécies reativas de oxigénio, produzidas durante o estresse
térmico. Além de regular o metabolismo de aminoacidos, preservando a massa

muscular e a funcao celular.



36

Capitulo 3
Materiais e Métodos

O experimento ocorreu na estacdo experimental Hildegard Georgina Von
Pritzelwitz da Fazenda Figueira, localizada no municipio de Londrina, Parana,
Brasil (23° 34’ 26” S, 50° 58’ 14” O). A propriedade conta com aproximadamente
1200 vacas de cria, sendo animais da raca Nelore (Bos indicus), manejados em
sistema extensivo, predominantemente em campo com pastagem de gramineas
tropicais (Brachiaria brizantha cv. Marandu), em uma area de 3.686 hectares. A
fazenda trabalha, principalmente, com ciclo completo, sendo as etapas de cria e
recria realizadas a pasto e a terminacdo em confinamento.

O estudo ocorreu entre os meses de novembro de 2020 e margo de 2021.
Foram utilizadas 900 fémeas, primiparas e multiparas, lactantes e com cria ao
pé, com 25+19 dias pds-parto (DPP) distribuidas uniformemente em dois grupos.
O Grupo Controle (GC; n= 450) era caracterizado por vacas Nelore mantidas em
pastagem de gramineas tropicais e com acesso a suplementacdo mineral
comercial ad libitum, o Grupo Metionina (GM; n= 450) era composto por vacas
Nelore e mantidas sob as mesmas condi¢cées do GC, com adicdo de metionina
protegida da degradacao ruminal (Smartamine® M, Adisseo, Antony, Franca),
na proporcgao de 3g para cada 100g do suplemento mineral.

A suplementagédo para os grupos teve inicio 19 dias antes do protocolo de
IATF (Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo) e término no diagndstico de
gestacdo, 31+2 dias pos-IATF, totalizando 60+2 dias de suplementacdo, o
fornecimento e controle de consumo de suplemento foi realizado duas vezes na
semana, sendo que diariamente era feita a revisdo dos cochos para garantir a
gualidade do produto ofertado e se necessaria, realizada a troca do suplemento.
A suplementacdo foi fornecida em cochos cobertos, colocados em locais

estratégicos nas unidades experimentais.

Cronograma

D-28 — Inicio da suplementacéo

D -9 — Inicio do protocolo de IATF

D 28 - Diagnostico de gestacao 31+2 dias pos IATF
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Os animais foram distribuidos em cinco repeticbes, de acordo com o

periodo de paricdo das vacas. Sendo apresentado na tabela e figura abaixo:

Tabela 2. Distribuicdo dos animais em relagcdo ao inicio da suplementac¢éo de acordo com os
meses de verdo

Grupo Blocos N° de animais Meses
Controle 86

Metionina A 86 Dezembro
Controle 110

Metionina B 110 Dezembro
Metionin C r Fevereiro
Metionina 73

ationt b I Fevereiro
Metionina 74

Controle 109

Metionina E 107 Marco

As avaliagbes de forragem foram realizadas semanalmente, a cada
mudanca de piquete, sempre no dia de entrada. A massa de forragem (MF) foi
determinada utilizando a metodologia de dupla amostragem, através do escore
de pastagem, onde cada piquete era avaliado visualmente como um todo, entéo
usando um quadrado plastico com area conhecida (0,25m?2), eram definidos os
escores, 0 escore 1 era considerado o ponto com menor altura e densidade de
pastagem (Figura 3.A) e o escore 5 o0 ponto com maior altura e densidade (Figura
3.B), sendo os escores 2, 3 e 4 intermediarios e crescentes entre os escores 1 e
5, e foi coletado todo o pasto de dentro do quadrado. Em cada piquete se realizou
a avaliagédo dos escores individualmente, entdo o quadrado era aleatoriamente
lancado pelo menos 35 vezes dentro das unidades experimentais (UE), fazendo
o0 levantamento da proporcdo de cada escore na UE. As amostras foram
acondicionadas em uma estufa com circulacdo de ar forcado a 105° C, até que
0 peso ficasse constante para determinacdo da massa seca, e os dados foram
expressos em kgMS*100KgPC-1 /d.

As andlises qualitativas foram obtidas a partir da coleta da forragem
aparentemente consumida pelos animais. Assim, todas as amostras obtidas
foram submetidas a procedimentos laboratoriais sendo avaliados os contetdos
de teores de matéria seca (MS), por secagem a 105 °C por 12 horas a matéria

organica (MO), a matéria mineral (MM), por queima em mufla a 550 °C (AOAC
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método no. 22.010 e no. 7.010, 1975), proteina bruta (PB) pelo método de
Kjeldahl (AOAC método no. 2.036, 1960 e no. 2049, 1975), fibra em detergente
neutro (FDN) e Fibra em detergente acido (FDA), segundo Van Soest &
Robertson (1991).

Figura 3. “Quadrado com pastagem classificada com escore 1 em determinada UE. BQuadrado
com pastagem classificada com escore 5 na mesma UE.

Fonte: Arquivo pessoal

Os dados climéticos de temperaturas de bulbo seco (Tbs°C), ponto de
orvalho (Tpo°C) e umidade relativa do ar (%UR), foram obtidos através de uma
estacdo meteorologica mével (Instrutemp® ITWH-1080, Instrutemp, Séo Paulo,
Brasil), montada proximo da area onde ficavam os animais. Com base nestas
informacdes foi calculado o indice de temperatura e umidade (THI - Temperature
Humidity Index), através da equacdo (Dikmen and Hansen, 2009): THI = (1.8 x
T+ 32) - [(0.55-0.0055 x UR) x (1.8 x T — 26)], onde T é a temperatura do ar
(°C) e UR a umidade relativa do ar (%).

A temperatura interna (Tl) e externa (TE) foi aferida nos animais das
repetices 4 e 6. Para a Tl foi avaliada entre os dias -9 e -2, em relagéo ao dia
da inseminagdo artificial, alguns animais permaneceram com o dispositivo
intravaginal, e acoplado a ele estava um termémetro Thermochron® DS 1921H
(Ibutton®, Thermochron, Whitewater, USA; Figura 4.A), que aferiu a temperatura
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vaginal de 78 animais (GC n=38; GM n=40) com intervalo de 60 minutos,
totalizando 24 leituras por dia. Foram excluidos nas analises o D-9 e D-2 devido
ao manejo dos animais, pois poderiam causar interferéncia na temperatura
interna, sendo seis dias aferidas as temperaturas, totalizando 11.232 registros
de temperatura interna. A temperatura externa também foi aferida entre os dias
-9 e -2, em relagdo ao dia da inseminacdo artificial, alguns animais
permaneceram com um cabresto, e preso neste estava um termdmetro
Thermochron® DS 1921H (lbutton®, Thermochron, Whitewater, USA; Figura
4.B), que aferiu a temperatura externa de 39 animais (GC n=19; GM n=20) com
intervalos de 60 minutos, totalizando 24 leituras por dia. Foram excluidos nas
analises o D-9 e D-2 devido ao manejo dos animais, pois poderiam causar
interferéncia na temperatura interna, sendo seis dias aferidas as temperaturas,

totalizando 5.616 registros de temperatura externa.

Figura 4. ATermémetro Thermochron® acoplado ao dispositivo intravaginal. ETermémetro
Thermochron® em um cabresto posicionado na nuca do animal para afericdo da temperatura

externa

As amostras de sangue foram coletadas de um subgrupo de vacas,
sempre dos mesmos animais, sendo as coletas: no inicio do experimento (D-28),
no dia da colocacdo do implante nos animais (D-9), no dia 14 pés Inseminacéo
Artificial (IA) e no dia do diagndstico de gestacdo (D28). Os animais foram
contidos no tronco e entao, feita a coleta através da puncao da veia coccigea,
nos dias -28, -9 e 28 foram coletados dois tubos, um com anticoagulante EDTA
e outro com ativador de codgulo, sendo depositada uma aliquota de 250 pg do

sangue coletado no tubo com EDTA em um criotubo com 750 pg de Trizol e
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instantaneamente congelada em nitrogénio liquido. No d14 foi coletado um tubo
com anticoagulante heparina de sédio. As amostras foram centrifugadas e
armazenadas para posteriores avaliacbes, perfil de aminoacidos, expressao
génica e progesterona. Para avaliar a expressao relativa de HSP foi utilizado o
método CT comparativo, descrito por Komiyama et al., 2008.

O protocolo de sincronizacdo utilizado foi: D-9, insercdo do dispositivo
intravaginal (DIV) de progesterona 1,00g (Repro neo®, GlobalGen Vet Science)
novo, 2,00mg de benzoato de estradiol (Syncrogen®, GlobalGen Vet Science) e
0,50mg de cloprostenol sodico (Induscio®, GlobalGen Vet Science) via
intramuscular (IM); ao sétimo dia (D-2), apés a remocao do DIV, foram aplicados
0,50mg de cloprostenol sodico (Induscio®, GlobalGen Vet Science), 300Ul de
Gonadotrofina Corionica Equina (ECCGen®, GlobalGen Vet Science) e 0,6mg
de cipionato de estradiol (Cipion®, GlobalGen Vet Science) IM. Dois dias depois,
no d0 aconteceu a aplicacdo de 8,4ug de GnRH, e a técnica da IATF. Em todos
0S manejos 0s animais de cada repeticdo, tratamento e controle, foram
manejados em conjunto até a IATF. A distribuicdo do sémen utilizado para
iInseminagao ocorreu de acordo com o manejo da fazenda, sendo aleatoriamente
dividido entre os grupos. Apds o diagnostico de gestacdo no D30 os animais
foram ressincronizados, utilizando o mesmo protocolo citado anteriormente.

Para o desempenho zootécnico, foram avaliados ganho de peso das
vacas e bezerros e avaliagdo de escore de condi¢do corporal (ECC), para isso
foi realizado trés momentos de pesagem, a primeira pesagem ocorreu no inicio
do experimento (D-28) por meio de amostragem, sendo realizadas em 20
animais de cada grupo na repeticdo 4 e em todos os animais dos dois grupos na
repeticdo 6. Nos dias -9 e 28, segunda e terceira pesagem, foram realizadas em
todas as vacas dos dois grupos e de todos os bezerros. Nesses mesmos
momentos também foram realizadas avaliac6es de escore de condicdo corporal
(ECC) nas vacas.

Para as variaveis reprodutivas no D-9 foi realizada a avaliagdo
ultrassonogréfica, utilizando um aparelho portatil (Mindray, 2200 Vet), em todas
as vacas do estudo a fim de verificar a presenca ou ndo de corpos luteos nos
animais, assim como diagnosticar qualquer alteracdo que pudesse estar
ocorrendo. No D-2 e no DO foi realizada a ultrassonografia, com o mesmo

aparelho, para avaliar o tamanho dos foliculos, sendo realizada por amostragem.
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Na primeira repeticdo foram avaliados 23 animais nho GC e 21 no GM, na
repeticdo 4 foram avaliadas 23 vacas do GC e 24 do GM, na repeticdo 5 foram
avaliados 27 animais do GC e 25 do GM e na sexta repeticdo, foram avaliados
35 animais de cada grupo. Na quarta e sexta repeticdo, no D14, as vacas foram
submetidas para avaliacdo da presenca e tamanho do corpo luteo. O diagndstico
de gestacao foi realizado 31+2 dias apés a IATF e 60+2, sob supervisdo do
médico veterinario contratado pela Fazenda Figueira. Os exames foram

realizados via transretal, utilizando um aparelho portétil (Mindray, 2200 Vet).

Figura 5. Cronograma de coletas do experimento realizado com vacas nelores suplementadas ou
n&o com metionina proteaida da dearadacao ruminal
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Fonte: arquivo pessoal

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software NCSS v.9
(NCSS Statistical System, Kaysville, UT, USA). Os dados de temperatura das
vacas foram avaliados por medidas repetidas no tempo, considerando-se 0s
efeitos fixos de tratamento (metionina e controle), dia e hora (para temperatura)
do estudo e suas interacdes. As demais variaveis de desempenho (pesos no
inicio da suplementacdo, inicio e final do protocolo e diagndstico de gestacao,
bem como os ganhos de peso nos periodos), metabolismo de aminoacidos,
crescimento e tamanho foliculares, tamanho do corpo liteo e concentracéo
plasmética de progesterona, foram testados para os efeitos fixos de tratamento
(metionina e controle), ordem do parto (primiparas e multiparas) e suas
interacbes. Os dados binarios (taxa de prenhez aos 28 e 60) dias foram

comparados através do teste de qui-quadrado. Os dados de oferta de forragem
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e consumo de sal foram submetidos a comparacdo de médias através do teste
de T student para amostras independentes. Foram considerados como

significativos os resultados P<0,05 e como tendéncia caso P>0,05 e <0,10.
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Capitulo 4
Resultados e Discusséo
O consumo de sal (g/vaca/dia, GC: 114,76x4,70 e GM: 122,17+5,34,
P=0,30), e a oferta de forragem (kg/MS/100kg PC/dia, GC: 38,38t£3,71 e
GM:38,95+4,44, P=0,92), n&o diferiram entre os grupos. O Indice de
Temperatura e Umidade (THI) € uma ferramenta eficiente e combina os efeitos
da temperatura e umidade relativa do ar (UR%). Na Figura 6, € apresentado o
THI minimo, médio e maximo nas horas do dia, monitorados durante os meses
de verdo. E foi observado que o THI minimo variou entre 62 e 72, o médio entre
67 e 78 e o THI maximo entre 71 e 85. Os horarios de desafio foram entre as 9
e 20 horas, momento em que o THI foi superior a 72.
Figura 6. THI médio, minimo e maximo medido durante 6 dias consecutivos de cada repeticéo,
mas apresentado em intervalos de 1 hora. Calculado de acordo com NRC (1971) como: THI =

(1,8 x Tdb + 32) - [(0,55 - 0,0055 x UR) x (1,8 xT - 26)], onde T é a temperatura do ar (°C) e
UR a umidade relativa do ar (%).
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Fonte: Arquivo pessoal

A Livestock Conservation, organizacdo sem fins lucrativos, desenvolveu
o indice de Seguranca Climatica para Bovinos, categorizando o THI em 4
classes: normal, THI < 74; alerta, THI entre 74 e 79; perigo, THI entre 79 e 84; e
emergéncia, THI > 84 (Brown-Brandl, 2018). Outros autores relatam que um THI

de 72 seria o ponto de partida para influenciar no metabolismo (Ravagnolo et al.,
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2000; Liu et al., 2019), no entanto, estudos recentes realizados em vacas leiteiras
de alto rendimento, mostrou haver uma reducéo na producéo de leite com THI
acima de 68 (Zhou et al., 2022; Pinto et al.;2020). Essa variagdo mostra que o
THI de alerta, varia de acordo com a aptidao produtiva, o nivel de produgéo, raca
e categoria animal.

A oscilacdo na temperatura corporal € um fator importante na
termorregulacdo, por isso apresentamos a temperatura Interna e externa nas

figuras 7 e 8, respectivamente.

Figura 7. Temperatura Interna dos animais do grupo controle e metionina, apresentada em
intervalos de 60 minutos. Foi encontrado efeito estatisticos para as horas (P<0,001), para
tratamento (P=0,817) e a interacdo entre tratamento e hora (P=0,470) ndo observamos efeito.
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Fonte: Arquivo pessoal

Observa-se na figura acima, que nao houve efeito da suplementagdo com
metionina na temperatura interna (GC=38,92+0,036 e GM=38,93x0,036;
P=0,817) o que pode estar relacionado a adaptacdo ao estresse térmico nas
racas zebuinas. Essa capacidade superior de regulacdo da temperatura corporal
€ o0 resultado de taxas metabdlicas mais baixas, que esta relacionado ao
tamanho reduzido dos érgéaos internos (Hardy, 1961; Hansen, 2004). Outro fator
relevante é a capacidade de perda de calor, que € associado ao maior tamanho

de glandulas sudoriparas, e essas ser mais proximas da superficie da pele o que
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auxilia na taxa de sudorese em animais Bos taurus indicus (Gaughan et al.,
1999).

N&o foi verificado o efeito para tratamento na temperatura externa (Figura
8) (GC= 32,80+0,42 e GM=33,19+0,45; P=0,53), resultado que corrobora com o
anterior. Contudo observamos que ambos o0s grupos apresentaram uma
elevacdo na temperatura da pele durante o dia (7:00 as 18 horas), em relacéo
ao periodo da noite. Em condi¢cGes de elevadas temperaturas, a transferéncia
circulatéria de calor para a pele pode ser drasticamente aumentada por meio de
dois mecanismos (Gagge E Gonzales, 2010). Primeiro, as arteriolas dos leitos
vasculares cutaneos se dilatam, o que resulta em aumento do fluxo sanguineo
capilar (Hansen, 2004; Chong et al., 2009). Em segundo lugar, abrem-se
anastomoses arteriovenosas nos membros, nas orelhas e no focinho. Essas
duas a¢c6es aumentam bastante o fluxo total de sangue para a periferia, e a maior
liberacdo de calor eleva a temperatura da pele, o que facilita a perda de calor
(Hansen, 2004).

Figura 8. Temperatura externa dos animais do grupo controle e metionina, apresentada em
intervalos de 60 minutos. Foi encontrado efeito estatistico para as horas (P<0,001), para
tratamento (P=0,530) e a interacdo entre tratamento e hora (P=0,584) ndo observamos
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As avaliacbes reprodutivas sdo apresentadas na Figura 9, nao foi
encontrada diferenca estatistica entre 0os grupos para tamanho de foliculos no
D-2 e DO (GC=9,50+0,28 e GM=9,83+0,30, P=0,45; GC=11,28+0,31 e
GM=11,69+0,32, P=0,39, respectivamente, Figura 9.A) para tamanho e volume
de corpo luteo (GC=16,20+0,23 e GM=16,91+0,23, P=0,29, Figura 9.B; GC=
2337+90,06 e GM= 2648+90,06, P=0,26, Figura 9.C, respectivamente) e para
progesterona plasmatica (GC=6,00+0,47 e GM=5,50+0,50, P=0,62, Figura 9.D).

Figura 9. ATamanho médio do foliculo pré-ovulatério (mm) avaliado no D-2 e DO em relag&o ao
protocolo de IATF. BProgesterona plasmatica (ng/mL) avaliada no D14 em relacéo ao protocolo
de IATF. “Tamanho de corpo liiteo (mm) avaliado no D14 em relagdo ao protocolo IATF. PVolume
de corpo liteo (mm?3) avaliado no D14 em relac&o ao protocolo de IATF.
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Fonte: Arquivo pessoal

Estudos desenvolvidos com bovinos leiteiros relatam um efeito negativo
do THI 274 na reproducéo, para cada ponto adicional no THI no dia do estro,
ocorreu uma reducao de 0,1 mm no tamanho folicular (Schuller et al., 2017). No
estudo o THI médio =74 ocorreu entre os periodos das 10 as 19 horas, porém
nao se observou efeito da suplementacdo de metionina no tamanho do foliculo,
0 que pode estar relacionado com as caracteristicas de adaptacdo das racas
zebuinas ao calor.

Outro problema, pouco mencionado, estd relacionado aos efeitos de

transferéncia do estresse térmico do verdo para a fertilidade no outono, que é
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atribuido a danos ao ovacito, e o envolvimento do foliculo (Roth, 2018, Roth et
al., 2001). Este intervalo entre a exposicdo e o efeito observado € devido ao
tempo que leva para os foliculos e seus od6citos fechados e danificados
crescerem até a ovulacdo ou renovacdo, jA que S80 necessarios
aproximadamente 40-50 dias para que os foliculos antrais se desenvolvam em
grandes foliculos dominantes (Roth et al., 2001, Rhoads,2023).

Vacas que sdo submetidas a protocolos de IATF e que ovulam um
foliculo/odcito danificado pelo estresse térmico, tem a probabilidade de
fertilizacdo diminuida (Roth et al.,, 2001), e os odcitos danificados que séo
fertilizados com sucesso também s&o problematicos, pois tém menos
probabilidade de se desenvolverem em um embrido viavel (Rhoads,2023).

Pfeifer et al. (2009) e Vasconcelos et al. (2001) encontraram uma
correlagao entre diametro folicular e o volume do CL no ciclo subsequente, isso
acontece devido a formacédo do CL ocorrer através da transformacao de células
foliculares em células luteais, o que indica que foliculos menores por ter menor
qguantidade de células dardo origem a um CL com volume menor (Perry e Perry,
2005). O volume de CL também esta relacionado a taxa de prenhez, onde
Vasconcelos et al. (2001) demonstraram que CL de menor volume resultam em
menor taxa de prenhez, uma vez que a capacidade do CL de produzir
progesterona € dependente do seu volume e do fluxo sanguineo (Pfeifer et al.,
20009).

Na tabela 3 apresentamos os resultados de perdas embrionérias e taxa
de prenhez aos 30 e 60 dias. E observamos que as perdas embrionarias e a taxa
de prenhez no D30 e D60 néo diferiram entre os grupos (P>0,05), o que esta de
acordo com outros estudos (Clements et al., 2017; Moriel et al., 2020; Palmer et
al., 2020).

Tabela 3. Comparacéo pelo teste qui-quadrado para perdas embrionarias (%) e taxa de prenhez
(%) entre vacas controle e metionina.

Item Controle Metionina P-valor
Perdas embrionérias 3,2% (9/279) 3,9% (11/283) 0,67
Prenhez D30 65% (279/429) 65,4% (283/433) 0,92

Prenhez D60 85,5% (367/429) 81,3% (352/433) 0,09
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Os dados de desempenho das vacas e dos bezerros, sera apresentado a
seguir. Para o desempenho das vacas, ndo encontramos efeito para peso
corporal médio (GC=418+1,37 e GM=420+1,37, P=0,49), e ndo houve interacado
entre grupo e dia (P=0,28) em ambos 0s grupos 0s animais perderam peso no

D-9, recuperando posteriormente (Figura 10).

Figura 10. Peso corporal de vacas nelore apresentado em quilogramas avaliado em trés
momentos (D-28, D-9 e D28).
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Essa diminuicdo no peso corporal no D-9, pode estar relacionada ao
manejo dos animais e a curva de lactacdo (Albertini et al.,, 2007). Estudos
realizados em bovinos leiteiros da ragca Holandés, relatam uma perda de peso
no pos-parto, refletindo o inicio do catabolismo de reservas corporais (Renno et
al., 2006; Koenen et al., 1999; Buckley et al., 2000). Redifer et al., (2023) realizou
um estudo com a suplementacdo de metionina para novilhas de corte da raca
Angus, e encontrou uma redugcdo em média de 42 kg de peso corporal.

A transicdo entre o final da gestacdo para a lactacdo envolve um grande
desafio metabdlico, menos acentuado em bovinos de corte, mas ainda assim
existente, pois 0 animal passa de um periodo lipogénico néao lactante para um
estado de aumento na demanda energética para a producao de leite (Zachut e
Moallem, 2017).
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Para o ganho médio diario (GMD) das vacas, encontramos um efeito
positivo da suplementacdo com metionina (GC= -0,246+0,02; GM=0,14+0,02,
P<0,001). Na figura 11, apresentamos os valores médios de GMD para o0s
momentos de avaliacdo, e observamos que no GMD 1 os animais do grupo
metionina apresentaram uma perda de peso menos acentuada quando
comparado com o grupo controle (GC= -1,017+0,02 e GM= -0,069+0,02,
P<0,001).

Figura 11. Ganho médio diario de vacas nelore, apresentado em kg/dia. GMD 1 corresponde ao

periodo entre D-28 e D-9, totalizando 19 dias. GMD 2 corresponde ao periodo entre 0 D-9 e
D28, totalizando 37 dias.
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Fonte: Arquivo pessoal

Esse efeito da metionina pode estar associado a sua capacidade de
auxiliar no estresse oxidativo. Vacas leiteiras com perda de peso no pos-parto,
aumentam os niveis de acidos graxos ndo esterificados (AGNESs), devido a
mobilizacdo de gordura, o que potencializa o estresse oxidativo (Bradford et al.,
2015). Além de que, o aumento de acidos graxos circulantes pode também
induzir a resisténcia a insulina (Pires et al., 2007 ). Esse processo, inibe a
entrada de glicose nas células o que impulsiona o organismo a intensificar a
deposicdo de gordura (Freeman et al.,, 2023), o que esta de acordo com o
encontrado em nosso trabalho, pois apesar da perda de peso acentuada no

grupo controle (GC=25kg e GM=17kg), o escore de condigéo corporal medio


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030217300693#bib42
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(ECC) nao diferiu entre os grupos (GC=3,19+1,44, GM=3,20+0,01, P=0,55)
(Figura 12).

O GMD 2 também diferiu entre os grupos (GC=0,525+0,02 e
GM=0,363+0,02, P<0,001, Figura 11), sendo o grupo controle o que apresentou
desempenho superior. Esse resultado pode estar relacionado ao ganho
compensatorio (Salem e Smith, 2008). Esse fendbmeno é comum em animais de
recria, que apos um periodo de restricdo alimentar suficiente para deprimir o
crescimento continuo, apresentam taxa de crescimento acima do normal, ao
reiniciar uma alimentagcdo adequada (Barbosa et al., 2016). ST-Pierre (2003),
relata que leitbes de matrizes em estresse térmico apresentam fortes ganhos
compensatorios pos-desmame, anulando a maior parte do efeito das altas
temperaturas (Renaudeau e Noblet, 2001; Renaudeau et al., 2001).

No entanto ressaltamos que o desempenho do grupo controle no D28,
nao interferiu no ECC. Mostrando que apesar do ganho compensatorio o GMD

médio foi superior para o grupo metionina como citado anteriormente.

Figura 12. Escore de Condicao Corporal de vacas nelore ao longo do periodo experimental.
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Fonte: Arquivo pessoal

A suplementacédo com metionina, interferiu no desempenho dos bezerros

gue apresentaram um GMD superior em compara¢cdo com 0s animais controle
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(GC=0,837+0,008 e GM=0,884+0,008; P<0,001). O peso corporal, néo
apresentou efeito para grupo GC=81,72+0,63 e GM=81,23+0,63; P=0,57) e nem
interacdo entre grupo x dia (D-9 e D28; GC=64,83+0,89 e GM=63,35+0,89;
GC=98,86+0,89 e GM=99,11+0,89, respectivamente, P=0,30).

Esse resultado pode estar associado ao metabolismo proteico que é
beneficiado com a utilizacdo da metionina. A metionina € frequentemente
considerada o primeiro aminoacido limitante ou co-limitante para bovinos em
crescimento (Richardson & Hatfield, 1978; Redifer et al., 2023). Esse incremento
no GMD dos filhos de vacas suplementadas, pode estar relacionado a
composicao do leite, variavel esta ndo monitorada no presente trabalho. Um
estudo conduzido em novilhas de corte por Redifer et al., (2023), mostrou que a
concentracéo de gordura no leite aumentou com a suplementacéao de metionina,
refletindo no ganho de peso. Ja Clements et al. (2017) ndo observaram efeito da
suplementacao na qualidade do leite.

A suplementacdo com metionina nao afetou o peso dos bezerros, o que
concorda com outros estudos conduzidos em novilhas de corte (MORIEL et al.,
2020) e vacas (Clements et al., 2017; Collins et al., 2019). Ja Moisé et al., (2019)
observou um resultado positivo no peso dos bezerros nascidos de maes
suplementadas com metionina. Os resultados relacionados a peso, ainda séo
inconsistentes, e isso pode estar relacionado a fonte e quantidade de metionina
suplementada, a duragcdo e ao momento da suplementacdo (Keneedy et al.,
2019).

A suplementacdo com metionina protegida da degradacdo ruminal,
melhora o balanco de aminoéacidos plasmaticos (Tabela 4), o que indica que a
metionina beneficia 0 metabolismo proteico. Como mencionamos anteriormente
0s aminoéacidos séo usados como fonte de energia pelo organismo, e isso ocorre
através do seu catabolismo, que envolve reacdes anaplerdticas (reacdes
guimicas que formam intermediarios das vias metabdlicas) (Nelson e Cox, 2002).
Dessa forma os aminoacidos sdo classificados de acordo com intermediarios
produzidos: sendo eles glicogénicos (intermediarios da gliconeogénese);
cetogénicos: intermediarios da cetogénese e glicogénicos e cetogénicos (ambas
as vias) (Stryer, 1996).
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Tabela 4. Perfil de aminoacidos plasmaticos de vacas da raca nelore suplementadas com
metionina e submetidas a alto THI.

Tratamento
Item p-valor
Controle Metionina
Asparato® (umol/L) 2,73  +0,67 4,73  +0,46 0,04
Glutamina® (umol/L) 120,78 46,11 142,17 +4,22 0,01
Alanina® (umol/L) 267,78 +11,60 327,20 48,01 <0,001
Lisina? (umol/L) 85,37 4,49 98,41 £3,10 0,05
Prolina® (umol/L) 55,42 £2,29 68,24 +1,58 <0,001
Serina® (umol/L) 83,67 +3,05 88,41 #2,11 0,29
Glutamato® (umol/L) 93,37 +3,68 107,05 2,54 0,01
Metionina® (umol/L) 9,42  +0,49 10,79 0,34 0,06
Histidina® (umol/L) 26,87 1,29 32,25 0,89 0,005
Isoleucina® (umol/L) 94,79 13,63 107,11 2,51 0,02
Leucina? (umol/L) 122,03 4,41 135,93 13,04 0,03
Fenilanina® (umol/L) 54,79 £1,45 57,93 £1,00 0,14
Treonina® (umol/L) 65,32 +3,33 69,73 +2,30 0,36
Triptofano® (umol/L) 43,23  +1,32 39,68 0,91 0,07
Valina® (umol/L) 211,00 +7,44 230,79 5,14 0,07

3Aminoacidos cetogénicos. P°Aminoacidos glicogénicos. C°Aminoacidos Cetogénicos e

Glicoénicos.

Os aminoacidos cetogénicos (Lisina e Leucina) sdo aqueles que néo
podem ser convertidos em glicose, o que induz a entrada obrigatéria no Ciclo do
Acido Citrico para a transformacdo da Acetil-coA em ATP/energia, corpos
cetbnicos e acidos graxos ou colesterol (Voet et al., 2000, Nelson e Cox, 2002).
E os Glicogénicos (Alanina, Arginina, Asparagina, Acido aspartico, Cisteina,
Acido glutamico, Glutamina, Glicina, Histidina, Metionina, Prolina, Serina, Valina)
sdo aqueles gque séo convertidos em piruvato (serina, cisteina, glicina, alanina e
treonina), succinil-CoA (metionina, isoleucina, valina e treonina), Oxaloacetato
(da asparagina via aspartato), a-cetoglutarato (glutamina, arginina, histidina,
prolina via glutamato) e Fumarato e sao usados para produzir energia ou como
substratos para a gliconeogénese (Voet et al., 2000, Nelson e Cox, 2002)..

A glutamina e o glutamato s&o aminoacidos que auxiliam na producéo de

ATP pelos linfdcitos, células de defesa (LI et al., 2007), e mostraram diminuir as
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concentracdes de proteinas de fase aguda negativa (haptoglobina), em vacas da
raca Holandés, indicando uma reducdo no processo inflamatorio (Jafari et al.,
2006). Também mostrou melhorar o consumo, producdo de leite, glicose
plasméatica e proteina total (Nemati et. al, 2018). Além de auxiliar na funcao
hepética e diminuir e estresse metabdlico (menor circulacdo de acidos graxos
livres), sugerindo um efeito benéfico da suplementacao de glutamina (Chalvon-
Demersay et al., 2021).

A lisina, metionina e histidina, mostraram reduzir a temperatura retal em
vacas em estresse térmico (ITU = 76 a 82) (LOOR et al., 2023). Coleman et al.
(2022) sugeriram que o aumento do suprimento pos-ruminal de metionina,
ajudou a manter a homeostase da sinalizacdo da insulina e o estado
gliconeogénico do figado. A metionina aumenta o fluxo da via de transulfuracao,
estimulando a produgao dos antioxidantes, taurina e glutationa, reduzindo o
estresse oxidativo e a inflamacao (Coleman et al., 2020, Coleman et al., 2021).

A arginina € um importante substrato que junto com SAM do ciclo da
metionina auxilia na sintese de moléculas que sao potentes antioxidantes (Ma et
al., 2021). Estudos em vitro, relatam que a metionina atua para modular a
resposta imune (Coleman et al., 2021). Quando comparado as células
polimorfonucleares (PMN) ndo suplementado com metionina, a suplementacao
aumenta efetivamente a producdo de antioxidantes (conferindo protecdo aos
processos celulares contra radicais livres e espécies reativas de oxigénio-
EROs), sinalizacdo inflamatoéria, imunidade inata e as caracteristicas
citoprotetoras, através da regulacao positiva das HSPs (Coleman et al., 2021).
Assim, em conjunto, os efeitos moduladores do fornecimento de metionina nas
células do sistema imunoldgico inato destacam uma oportunidade de utiliza-la
durante o estresse térmico.

A metionina esta envolvida na sintese de glutationa, o principal
antioxidante intracelular. Osério et al. (2014) e Batistel et al., (2018),
suplementaram vacas leiteiras e observaram maior capacidade de absorcao de
radicais de oxigénio nesses animais em comparagdao com animais controle.
Concordando, Zhou et al. (2016) relataram aumento da concentracdo de
glutationa em vacas suplementadas; enquanto os metabdlitos reativos do
oxigénio permaneceram inalterados. Observamos que os AA em geral, estao

presentes no metabolismo, estimulando a producdo de antioxidantes. Esse
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acréscimo nas concentracfes de AA encontrada em nosso estudo (Tabela 4)
pode indicar um efeito positivo na adaptacdo do organismo as altas
temperaturas.

A seguir apresentamos a Tabela 5, que mostra o efeito da suplementacéo
de metionina na expressao relativa das HSP 70 e 90, e observamos haver um
efeito positivo na suplementacao para a HSP 70. A metionina modula a resposta
metabdlica e auxilia na protecdo das células. No entanto ndo observamos efeito
para a HSP 90.

Tabela 5. Expressao relativa das Proteinas de Choque Térmico (HSP) de vacas da raca nelore
submetidas a altas temperaturas e suplementadas ou ndo com metionina protegida da
degradacgédo ruminal.

Tratamento
Item _ p-valor
Controle Metionina
HSP 70 2,36 0,49 4,80 0,44 0,010
HSP 90 3,72 0,98 3,28 0,81 0,817

7

Essa protecdo celular, € um mecanismo importante contra o estresse
calorico e é modulado pela producdo de proteinas de choque térmico (HSP),
sendo a HSP70 a HSP mais abundante produzida (Cartwright et al., 2021). O
aumento na temperatura corporal central pode causar dobramento incorreto das
proteinas celulares, levando a interrup¢cdo da organizacdo das organelas
celulares e prejudicando os processos de transporte intercelular (Richter et al.,
2010). Portanto, a expressdao de HSP aumenta durante periodos de
temperaturas ambientais elevadas e atuam auxiliando na reparacdo da célula e
facilitando o redobramento das proteinas para retornar a célula ao seu estado
original (Richter et al., 2010, Collier et al., 2019).

Um estudo conduzido por Cartwright et al., (2021) avaliou a expressao da
HSP 70 em células mononucleares (linfocitos e mondcitos) de vacas
classificadas em trés niveis de resposta imunitaria (alta, média e baixa) e
submetidas a estresse térmico, e observou que houve efeito na expressao da
HSP 70 em animais de imunidade alta (10,58 ng/ml, em comparacdo com 0s
termoneutros 9,53 ng/ml, P= 0,03) e baixa (9,85 ng/ml em comparacdo com 0s
termoneutros 8,46 ng/ml, P= 0,006). E ndo foram encontrados efeitos para a
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expressao da HSP 70 para animais de imunidade média. Mostrando que vacas
identificadas como tendo uma resposta imune alta podem ser mais

termotolerantes em comparacdo com respostas imunes médias e baixas.
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Capitulo 5

Consideracdes Finais

Com base nos dados apresentados, conclui-se que a suplementagdo com
metionina protegida da degradacao ruminal, melhorou o ganho de peso de vacas
e bezerros, a concentracdo de aminodcidos plasméaticos e a expressdo génica
da HSP70. No entanto ndo apresentou efeito na temperatura corporal e na taxa

de prenhez.
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