PRECURSORES DE GLICOSE EM RUMINANTES: APLICACOES
EM VACAS LEITEIRAS'

Introducéo

A glicose ¢ um *“combustivel” energético quase que universal para o
metabolismo de inGmeros seres vivos, microrganismos. Ha tecidos nos mamiferos que
dependem exclusivamente da glicose para a energia metabdlica, como por exemplo o
ceérebro, sistema nervoso, eritrocitos, testiculos, medula renal e os tecidos embrionérios.
Quando ndo ha no organismo glicose suficiente para servir de combustivel para as
reacOes energéticas, € necessario que haja a sintetizacdo de glicose, este processo é
denominado de gliconeogénese, que por sua vez é uma importante via metabdlica de

manutencdo da glicemia em niveis adequados.

A gliconeogénese ocorre em todos os animais, vegetais e microrganismos. As
reacOes necessarias para a formacdo de glicose sdo as mesmas em todos os animais,
porém o contexto metabdlico e a regulacdo diferem de animal para animal, assim como
de um tecido para outro. O processo de formacdo de glicose ocorre no citosol das
células hepaticas e em menor propor¢cdo nas células do cértex renal e nas células

epiteliais internas do intestino delgado.

Precursores enddgenos da glicose

Os precursores da glicose sdo compostos que ndo sdo carboidratos que irdo dar
origem a glicose. Os mais importantes precursores enddgenos de glicose nos animais
sdo o lactato, propionato, glicerol e a maioria dos aminoacidos. O propionato € a
principal fonte de glicose nos ruminantes. O propionato é um acido graxo volatil,
formado no ramen a partir da fermentacdo microbiana dos alimentos glicideos
fornecidos na alimentacdo animal. Apds o propionato formado, ele € absorvido no
epitélio ruminal, passando para a circulacdo sanguinea e em seguida ao figado, no

figado ele é convertido a succinil-CoA, forma ao qual o propionato ingressa no ciclo de
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Krebs, atraves da seguinte metabolizacdo: primeiramente o propionato é ativado a
propionil-Coa através da enzima propionil-CoA sintetase, essa enzima necessita de
Mg?** como cofator e ha o consumo de um ATP, em seguida o propionil-CoA é
carboxilado em D-metil-malonil-CoA pela propionil-CoA carboxilase, a qual necessita
da biotina como cofator e havendo novamente o consumo de um ATP. A D-metil-
malonil-CoA é convertida em L-metil-malonil-CoA pela metil-malonil-CoA racemase,
nessa reacao ocorre apenas uma conversao de isomeria. Por fim, a L-metil-malonil-
CoA é convertida em outro isémero, a succinil-CoA pela enzima metil-malonil-CoA
mutase (Figura 1), nessa reacdo a coenzima B, se faz necessaria como cofator, havendo
assim o ingresso do propionato no ciclo de Krebs, pois a succinil-CoA ¢ intermediario
no ciclo de Krebs.
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Figura 1. Metabolismo do propionato. Adaptado de Murray et al. (2012).

A coenzima, cianocobalamina (B;y) é sintetizada pelos microrganismos ruminais
na presenca do mineral cobalto na alimentacédo, este mineral é limitante na producdo da
cianocobalamina, havendo assim consideravel importancia do fornecimento de cobalto
na alimentacdo dos ruminantes, pois esse mineral impacta no metabolismo energético
animal (GONZALEZ & SILVA, 2006).

O lactato formado é produzido quando ocorre o catabolismo da glicose sem a

presenca de oxigénio, ou seja, glicolise anaerobica. Essa condicdo acontece



principalmente quando os animais sdo submetidos a exercicios exagerados ou por algum
motivo em que ha pouco oxigénio presente no organismo (estado de hipdxia). Apos o
lactato ser produzido na musculatura esquelética, ele deixa o seu 6rgao de sua origem, e
segue pela circulagdo sanguinea até o figado, onde é metabolizado e convertido
novamente em glicose, a enzima lactato desidrogenase € responsavel por converter o

lactato em piruvato e assim gerar a glicose.

Os aminoacidos que podem ser convertidos em glicose, portanto,
gliconeogénicos, sdo a alanina, cisteina, glicina, serina, treonina e o triptofano, os quais
sdo convertidos em piruvato. A arginina, glutamato, glutamina, histidina e a prolina séo
convertidos em a-cetoglutarato. A isoleucina, metionina, treonina e a valina sdo
convertidos em succinil-CoA. A fenilalanina e a tirosina sdo convertidas em fumarato e,
por fim, a asparagina e o aspartato sdo convertidos em oxalacetato. O transporte dos
aminoéacidos oriundos dos tecidos periféricos até o figado é feito pela alanina e a
glutamina, além de servirem como aminoacidos glicogénicos. Os precursores
intermediarios do ciclo de Krebs, quando irdo dar origem a glicose, sdo todos
convertidos em oxalacetato, o qual por sua vez é convertido pela enzima
fosfoenolpiruvato- carboxiquinase em fosfoenolpiruvato, para entdo ser convertido em

glicose.

O piruvato e formado a partir da degradacao da glicose, ele é o produto final da
segunda fase da glicolise, uma molécula de glicose além de gerar ATP e NADH,
gerando duas moléculas de piruvato. O processo de glicélise envolve duas fases, a
primeira fase € denominada de fase preparatoria onde ocorre a fosforilacdo da glicose e
a conversao através de cinco processos enzimaticos, envolvendo a enzima hexoquinase,
fosfohexose isomerase, fosfofrutoquinase-1, aldolase e a triose fosfato isomerase. A
segunda fase é chamada de fase oxidativa, de onde ocorre a conversdo oxidativa do
gliceraldeido 3-fosfato em piruvato e a formacdo acoplada de ATP e NADH, onde
outros cinco processos enzimaticos estdo envolvidos, utilizando as enzimas
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato quinase, fosfoglicerato mutase,

enolase e a piruvato quinase.

O piruvato formado possui 0s seguintes destinos além da sintese de glicose, nos
animais, o primeiro é o ciclo do acido citrico (Ciclo de Krebs), onde deve ser oxidado
havendo a perda do seu grupo carboxila na forma de CO, e a liberagédo da acetil-CoA

que entrara no ciclo de Krebs. O segundo destino do piruvato é a sua reducéo a lactato
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pela via da fermentacdo do acido lactico, este processo ocorre principalmente quando os
animais realizam exercicios musculares intensos, o tecido muscular necessita funcionar
em condicBes de hipdxia, neste caso o0 NADH formado na oxidacéo e fosforilacdo do
gliceraldeido 3-fosfato ndo pode ser reoxidado a NAD". Assim, o piruvato ¢ reduzido a
lactato pelo recebimento dos elétrons do NADH, havendo assim a regeneracdo do
NAD®. Alguns grupos celulares como os eritrcitos convertem glicose em lactato
mesmo em condi¢des aerdbicas, isso ocorre, pois, estas células ndo possuem

mitocdndrias.

Para gerar glicose, o piruvato gerado seja ele pela glicélise ou através do lactato,
entra na mitocondria dos hepatocitos e I4 é convertido em oxalacetato, a seguir a enzima
piruvato carboxilase (requer a coenzima biotina) que converte o piruvato em
oxalacetato. Nessa conversdo ha consumo de um ATP. Como a membrana mitocondrial
ndo tem transportador para o oxalacetato, precisa ser reduzido a malato pela enzima
malato desidrogenase mitocondrial com o consumo de NADH, para ser exportado para
o citosol. Ap6s, o malato deixa a mitocondria através do transportador malato-o-
cetoglutarato e agora no citosol ele é reoxidado em oxalacetato com a producdo de
NADH citosdlico e entdo o oxalacetato é finalmente convertido em fosfoenolpiruvato
pela enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase, essa reagdo é dependente de Mg?* e h4 o
gasto de um GTP (Figura 2).

Figura 2. Conversdo do piruvato em fosfoenolpiruvato (PEP). As enzimas relacionadas sdo: (1)
piruvato carboxilase, (2) malato desidrogenase e (3) fosfoenolpiruvato carboxiquinase. Fonte:
Gonzalez & Silva (2006).



O glicerol ¢é produzido quando ha a lipélise dos triglicerideos no tecido adiposo,
como ele ndo pode ser metabolizado no tecido adiposo, ele deve ir até o figado via
corrente sanguinea para ser metabolizado. Para o glicerol ser precursor de glicose ele
primeiramente deve ser fosforilado pela enzima glicerol quinase. Esta enzima esta
presente unicamente no figado, assim convertendo o glicerol em glicerol-3-fosfato, o
glicerol-3-fosfato é oxidado pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, gerando o di-
hidroxiacetona-fosfato (Figura 3). Este € um composto faz parte da rota metabdlica da

gliconeogénese.

Figura 3. Metabolismo do glicerol. Enzimas envolvidas: (1) glicerol quinase e (2) glicerol-3-fosfato
desidrogenase. Fonte: Gonzélez & Silva (2006).

Dos principais acidos graxos volateis produzidos na fermentacdo no rimen, o principal
precursor de glicose € o propionato, os demais acidos graxos volateis produzidos acetato
e 0 butirato sdo importantes precursores de corpos cetdnicos, apesar de alguns autores
considerarem que eles em pequena proporcdo serem destinados a producéo de glicose

via gliconeogénese.

A absorcdo de glicose a nivel intestinal € insignificante por causa da
fermentacdo a nivel ruminal, portanto, nos ruminantes a maior forma como 0s animais
obtém glicose é via gliconogénese, pois a maior parte dos alimentos carboidratos, os
quais contém moléculas de glicose na sua composi¢do sdo fermentados no rimen em

acidos graxos volateis.

Precursores exdgenos de glicose

Os mais importantes precursores exogenos de glicose nos animais sdo o

propionato de calcio e de sodio, propileno-glicol, glicerol e os glicorticoides. O



metabolismo do propionato de célcio e de sodio ja foram apresentadas anteriormente, da
mesma forma como o metabolismo do glicerol. A maior parte do glicerol fornecido via
oral, é fermentada no rimen por bactérias anaerdbicas facultativas, mas principalmente
por bactérias estritamente anaerébicas como a Selenomonas ruminantum as quais
produzem propionato (HOBSON & MANN, 1961) que posteriormente vai ser
absorvido no epitélio do proprio ramen, o glicerol que ndo é fermentado € absorvido
diretamente pelo epitélio e outra pequena porcdo passa ao abomaso com a digesta
(KREHBIEL, 2008).

Com o propileno-glicol administrado por via oral ou mesmo por infuséo intra-
ruminal, ocorre praticamente a mesma coisa do que ocorre com o glicerol, o propileno-
glicol pode ser absorvido diretamente no epitélio ruminal, pode ser fermentado ou passa
diretamente ao intestino, sendo as principais formas a absorcdo e a fermentagdo no
ramen. Estudos realizados in vitro, demonstraram que a fermentacéo de propileno-glicol
produziu propanol e propionato (CZERKAWSKI & BRECKENRIDGE, 1973).
Clapperton e Czerkawski (1972) demonstraram que a fermentacdo de propileno-glicol
também produzia acido lactico. O propionato é o principal produto da fermentacdo do
propileno-glicol (CLAPPERTON & CZERKAWSKI, 1972). O propileno-glicol
absorvido diretamente pelo epitélio ruminal é metabolizado no figado e gera glicose via
carboxilacdo do piruvato a oxalacetato, uma menor parte do propileno glicol absorvido
pode ser convertido em lactoaldeido e oxidado posteriormente em lactato (MILLER &
BAZZANO, 1965). L-lactato é o principal produto do metabolismo hepatico de
propileno-glicol pela enzima alcool desidrogenase (MORSHED et al., 1989) (Figura 4).
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Figura 4. Metabolismo do propileno glicol. ADH: alcool desidrogenase, ALDH: aldeido

desidrogenase, GSH: glutation redutase, PDH: piruvato desidrogenase, L-LDH: L-lactato
desidrogenase, D-LDH: D-lactate desidrogenase. Fonte: Ewaschuck (2005).




Outras substancias podem também serem usadas com o objetivo de elevar a
glicemia, estes por sua vez sdo derivados da glicose, como é o caso da dextrose, ou
também sdo fornecidos aos animais glicose na concentracdo de 5 e 509%,

principalmente.

Glicocorticoides

Os glicocorticoides exdgenos sdo horménios esteroidais, desenvolvidos pela
industria farmacéutica, sdo semelhantes quimicamente aos secretados pelo cortex da
medula adrenal. A diferenca entre os glicocorticoides sintéticos e os naturais sdo duas
ligacbes duplas no anel “A” do ciclopentanoperhidrofenantreno presente nos
glicocorticoides sintéticos. Os principais glicocorticoides exdgenos sdo a betametasona

e a dexametasona.

Os glicocorticoides enddgenos sdo produzidos a partir de moléculas de
colesterol, a secrecdo € controlada através de feedback do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) da hipofise, este tem sua liberacéo regulada pelo fator de
liberacdo de corticotropina (CRF) do hipotalamo (Figura 5). A zona fasciculada
(espessa camada composta de corddes radiais de espongidcitos), localizada na regido
cortical da glandula adrenal é o local de producdo dos glicocorticoides. O principal
glicocorticoide enddgeno € o cortisol, sua sintese ocorre conforme as necessidades

diarias, pois ndo ele ndo é armazenado.

Os glicorticdides atuam aumentando o catabolismo proteico, a degradacdo
elevara a presenca dos aminoacidos e estes convertidos em glicose conforme citado
anteriormente, alem disso ativam as enzimas e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase,
agindo no nucleo das células alvo por meio de receptores proteicos para glicocorticoides
localizados no citosol, esses horménios esteroides aumentam a expresséo do gene que
codifica a fosfoenolpiruvato carboxiquinase no figado, aumentando assim a

gliconeogénese.

Além de atuarem no metabolismo dos glicidios, os glicocorticoides atuam sobre
0 metabolismo dos lipideos, estimulando a lipélise, com acédo facilitada dos hormonios
ativadores da lipase (glucagon, adrenalina e o horménio do crescimento). A oxidagéo

dos acidos graxos resulta em acetil-CoA, como hé o estimulo da oxidacdo dos &cidos



graxos, consequentemente havera aumento do acetil-CoA, este ativa a enzima piruvato

carboxilase ocorrendo assim a sintese de glicose.
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Figura 5. Mecanismo da regulacéo da secrecéo dos glicocorticoides enddgenos. Fonte:
Guyton (2006).

Alimentos fontes de glicideos

Os principais alimentos disponiveis para os ruminantes como fonte de glicose
sdo compostos por diferentes tipos de acucares, sejam eles acucares simples como 0s
monossacarideos, temos como exemplo a sacarose, € o principal agucar encontrado na
seiva das plantas, nos oligossacarideos sdo trés tipos a neoquestose, questose e
isoquestose, 0s trés sdo compostos por duas moléculas de frutose e uma de glicose,
diferenciando entre si os tipos de ligacdes e a ordem de disposi¢do das moleculas. O
amido composto pela amilose e amilopectina, a celulose (o carboidrato mais abundante
na natureza) é composto somente por moléculas de glicose, hemicelulose composto por
moléculas de manose, galactose, glicose, aranobiose e acido glicurdnico e os frutanos
que sdo compostos por cadeias lineares de frutose também fazem parte da alimentacéo
dos bovinos fornecendo glicose e energia (GONZALEZ et al., 2014).

Por outro lado, quanto maior for a presenca de amido na dieta, fornecido

principalmente, através de concentrado (racao), diminui o pH do radmen favorecendo o



crescimento de microrganismos produtores de propionato, com consequente maior
producédo de propionato (Unico &cido graxo volatil gliconeogénico) em relacdo a dietas
pobres em concentrado e ricas em forragens (KOZLOSKI, 2011).

Regulacéo da gliconeogénese

O principal ponto de controle da gliconeogénese é o piruvato, que também é
fundamental na glicélise, pois o piruvato pode ser convertido em acetil-CoA pelo
complexo da piruvato desidrogenase para ir para o ciclo de Krebs (glicolise) ou para a
gliconeogénese, a enzima piruvato carboxilase, a qual converte o piruvato em

oxalacetato e assim gerar glicose, é ativada pelo acetil-CoA.

Inibidores da gliconeogénese

Quando as necessidades energeticas estdo supridas, hd 0 aumento dos niveis de
NADH em relagdo ao nivel de NAD", havendo inibigdo do ciclo de Krebs, desta forma
haver4 um acimulo de acetil-CoA 0 que causa a inibicdo da acdo da enzima piruvato
desidrogenase, consequentemente diminuicdo da glicdlise e acumulo de piruvato.

A enzima frutose 1,6-difosfatase também é controlada, essa enzima converte a
frutose 1,6-difosfato em frutose 6-fosfato, essa enzima € inibida pelo AMP e pelo ADP.
Na presengca de AMP ocorre 0 inverso na reacdo, ou seja, ao invés da reagdo ir na
direcdo de gliconeogénese ela vai na direcdo da glicolise, que nada mais é do que a

quebra de glicose para gerar energia.

Estimuladores da gliconeogénese

A gliconeogénese pode ser ativada pelo glucagon, este € o horménio responsavel
por estimular a gliconeogénese através da enzima frutose 1,6-difosfatase, o glucagon
age também inibindo a ac¢do da enzima fosfofrutoquinase-1. A primeira enzima atua na
rota da gliconeogénese, convertendo frutose 1,6-difosfato em frutose 6-fosfato, ja a
segunda enzima atua na glicolise realizando a reacdo inversa, convertendo frutose 6-
fosfato em frutose 1,6-bifosfato. A enzima frutose 1,6 difosfatase, também é estimulada

na presenca de citrato e ATP, essa enzima é responsavel por converter frutose 1,6-



difosfato em frutose 6-fosfato, e assim dar continuidade no processo de sintese de
glicose. A gliconeogénese também é estimulada pelo piruvato, o piruvato ativa a enzima
piruvato carboxilase, assim o piruvato seja ele acumulado pela inibicdo do ciclo de
Krebs ou ndo serd destinado a producdo de glicose na rota metabolica da

gliconeogénese.

Metabolismo da gliconeogénese

A gliconeogénese compartilha varios passos do processo de glicolise (Figura 6),
nove das dez reacGes enzimaticas sdo realizadas de modo inverso na gliconeogénese
comparado ao processo de glicolise. HaA também dois passos que apesar de ocorrem de
modo inverso, para que ocorra envolve enzimas diferentes daquelas que participam do
processo de glicdlise e um passo € irreversivel no processo de catabolismo da glicose, o

mesmo deve ser contornado para que seja possivel a formacao de nova glicose.

A reacdo a ser contornada, na qual no processo de glicolise a reagdo €
irreversivel é a conversdo de piruvato em fosfoenolpiruvato, primeiramente o piruvato é
transportado do citosol para a mitocondria, a seguir a enzima piruvato carboxilase
(requer a coenzima biotina) converte o piruvato em oxalacetato. Como a membrana
mitocondrial ndo tem transportador para o oxalacetato, 0 mesmo precisa ser reduzido a
malato pela enzima malato desidrogenase mitocondrial com o consumo de NADH, para

ser exportado para o citosol.

Apo6s, 0 malato deixa a mitocondria através do transportador malato-a-
cetoglutarato e agora no citosol ele é reoxidado em oxalacetato com a producdo de
NADH citosdlico e entdo o oxalacetato é finalmente convertido em fosfoenolpiruvato
pela enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase, essa reacéo é dependente de Mg”* e ha o
gasto de um GTP.

As reacdes reversiveis que utilizam enzimas diferentes daquelas envolvidas no
processo de glicolise sdo: a primeira reacdo envolvida é a conversdo da frutose 1,6-
difosfato em frutose-6-fosfato, essa conversdao é feita pela enzima frutose-1,6-
difosfatase dependente de Mg®*. A enzima é estimulada positivamente por 3-

fosfoglicerato (ATP) e o citrato.
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A outra reacdo e a desfosforilacdo de glicose-6-fosfato em glicose livre, essa
desfosforilacdo € feita pela enzima glicose-6-fosfatase. Esta enzima esta presente
somente no figado, rins e no epitélio intestinal, esta enzima também depende de Mg**

como cofator.

As enzimas envolvidas na glicélise que ndo sdo utilizadas na sintese de glicose
sdo: na conversdo de glicose em glicose 6-fosfato a enzima participante é a
hexoquinase, na fosforilacdo da frutose 6-fosfato em frutose 1,6-bifosfato ocorre por
meio da enzima fosfofrutoquinase-1 e a conversdo de fosfoenolpiruvato em piruvato é

através da enzima piruvato quinase.
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Figura 6. Glicélise e gliconeogénese. As vias da glicolise (em rosa) e da gliconeogénese (em azul)
como ocorre no figado. Trés passos envolvem enzimas diferentes entre gliconeogénese e glicolise,
sete passos sdo catalisados pelas mesmas enzimas em ambas vias. Fonte: Nelson & Cox (2006).
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A reacdo de conversdo de fosfoenolpiruvato a piruvato € irreversivel pois ha
uma grande e negativa variacdo de energia livre, enquanto que as demais reacgoes
enzimaéticas possuem o valor de energia livre préxima de zero. As demais rea¢Ges para a
neoglicogénese ocorrem de forma inversa a glicolise. A gliconeogénese é custosa
energeticamente, para cada molécula de glicose formada a partir do piruvato sao gastos

seis grupos fosfatos de alta energia, quatro ATP, dois GTP e dois NADH.

Aplicacdes em vacas leiteiras

Os precursores gliconeogénicos exdgenos sdo administrados em vacas leiteiras
visando fornecer energia, todas as doencas que causam hiporexia ou mesmo anorexia,
como por exemplo o deslocamento de abomaso, doencas metabolicas, como por
exemplo a cetose, hipocalcemia € recomendado fornecer algum precursor
gliconeogénico. Os precursores também podem ser administrados visando prevenir a
ocorréncia do balango energético negativo e consequentemente a cetose, sendo iniciada
a administracdo dias antes do parto, sendo continuado por periodo posterior, alguns
autores recomendam a administracdo de gliconeogénicos, como por exemplo o
propileno glicol durante o periodo de transicdo, o periodo de transicdo compreende 21

dias antes do parto a 21 dias apds o parto.

O propileno-glicol ou o glicerol devem ser administrados por via oral, utilizando
sonda ruminal na dose de 450 g/dia, dividido em duas doses, por dois dias, seguindo,
110 g/dia por mais dois dias, a administracdo dever ser feita por via oral, podendo ser
utilizado sonda ruminal para facilitar a administracdo. O propionato de sodio deve ser
administrado na dose de 110 a 225 g/dia, podendo este ser fornecido juntamente com a
alimentacdo (GONZALEZ et al., 2014). A dexametasona é o glicocorticoide mais
utilizado, deve ser utilizada a dose de 10 mg/animal, porém ndo deve ser administrado
em animais gestantes, portadores de trombocitopenia, micoses e processos cicatriciais
(VIANA, 2007).

Toxidade do propileno-glicol

H4& pouca literatura publicada relacionada aos efeitos colaterais da administracdo

de propileno-glicol em vacas leiteiras. Hindhede (1976) afirma que em um experimento
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com cerca de 300 vacas leiteiras que receberam 40 g por dia de propileno-glicol
apresentaram hiperventilagédo e sonoléncia. Animais que receberam doses entre 800 e
1800 g de propileno-glicol por dia, apresentaram salivagédo e ataxia, sintomas que nédo
foram observados em vacas que receberam doses entre 200 e 500 g de propileno-glicol
por dia (JOHNSON, 1954).

Respiracdo superficial, ataxia, salivacdo, sonoléncia e depressao foram relatados
por Nielsen (2004), quando o propileno-glicol foi administrado juntamente com racéo,
porém a dose administrada ndo foi citada. Casos extremos de morte de vacas apods a
administracdo acidental de 3 a 4 kg de propileno-glicol (DORMAN E HASCHEK
1991). A hiperventilagdo ocorre pelo motivo do propileno-glicol causar a hemélise dos
eritrocitos, ocorrendo uma diminuicdo do oxigénio circulante (POTTER, 1958). O
aumento na producdo de eritrocitos e a manutencdo normal do hematocrito tem de
ocorrer para que os sintomas acima citados sejam eliminados (CHRISTOPHER et al.,
1990).

A dose média téxica de propileno-glicol para vacas é de 2,6 g/kg,
aproximadamente 1,5 kg de propileno-glicol para uma vaca pesando 600 kg. Alguns
sintomas podem ser observados quando € administrado a dose média téxica para algum

animal, dentre os sintomas séo ataxia, depressao e decubito (PINTCHUCK et al., 1993).
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