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RESUMO

A biotina € uma vitamina do complexo B que esta envolvida em diversas vias
metabdlicas, tais como: lipogénese, gliconeogénese, sintese e degradacdo de
acidos graxos e a degradacdo do aminoéacido leucina. Essa vitamina atua como
cofator de quatro carboxilases: acetil-CoA carboxilase (ACC), propionil-CoA
carboxilase (PCC), piruvato carboxilase (PC) e B-Metilcrotonil-CoA carboxilase
(MCC). A principal fung&o da biotina € o transporte de dioxido de carbono (CO,) nas
reacoes de carboxilizacdo, descarboxilizacdo e transcarboxilizacdo. Ela atua
também como um cofator importante no desenvolvimento de tecidos cornificados,
estando envolvida nos processos de diferenciacdo de células epidérmicas,
queratinizagcdo e na producdo da substancia cementante intercelular (SCI). Em
ruminantes, a deficiéncia de biotina é rara, visto que a microbiota ruminal é capaz de
sintetizar essa vitamina em quantidades suficientes para suprir as necessidades do
animal. Entretanto, estudos mostraram que a suplementacao de biotina para bovinos
promove efeitos positivos na saude do casco e na producdo leiteira. A principal
hipotese para os beneficios da biotina para a qualidade do casco € a maior producao
de lipideos, que compdem a SCI e a maior producdo de queratina. Entretanto, os
mecanismos envolvidos nesses processos ainda nao foram totalmente esclarecidos.
Diante disso, a suplementacdo de biotina para bovinos é um manejo nutricional que
deve ser considerado pelos produtores e meédicos veterinarios, visando reduzir
gastos com tratamentos de doencas digitais e aumentar a produgéo leiteira.
PALAVRAS-CHAVE: carboxilagdo, casco, gliconeogénese, queratina, producao
leiteira.

BIOTIN SUPPLEMENTATION AND METABOLISM IN CATTLE: LI TERATURE
REVIEW

ABSTRACT
Biotin is a B-group vitamin that is involved in many metabolic pathways, among them:
lipogenesis, gluconeogenesis, synthesis and degradation of fatty acids and leucine
degradation. Biotin acts as a cofactor of four carboxylases: Acetyl-CoA carboxylase
(ACC), propionyl-CoA carboxylase (PCC), pyruvate carboxylase (PC) and -
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methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC). It's main function is the transport of carbon
dioxide (CO,) in carboxylation, decarboxylation and transcarboxylation reactions.
Biotin also acts as an important cofactor in the development of cornified tissues and it
is involved in epidermal cell differentiation processes, keratinization and intercellular
cementing substance (ICS) production. In ruminants, biotin deficiency is rare,
because the rumen microflora is able to synthesize this vitamin in sufficient quantities
to the animal supplement needs. However, studies have shown that cattle biotin
supplementation promotes positive effects on hoof health and milk production. It is
believed that the improvement of biotin for hoof quality is caused by the increased
production of lipids that compose the ICS and increased production of keratin.
However, the mechanisms involved in these processes have not been fully clarified.
Therefore, biotin supplementation for cattle is a nutritional management that should
be considered by producers and veterinarians to reduce spending on digital disease
treatments and increase milk production.

KEYWORDS: carboxylation, gluconeogenesis, hoof, keratin, milk production

INTRODUCAO

As vitaminas hidrossoluveis representam um grupo de nutrientes
estrutural e funcionalmente independentes, que compartilham uma caracteristica em
comum: S0 essenciais para a saude e o bem-estar dos seres vivos. Esses
micronutrientes desempenham funcdes essenciais para a manutencdo do
metabolismo, producdo de energia, diferenciacdo e crescimento celular (SAID,
2004). Dentre as vitaminas hidrossoluveis, esta a biotina, uma vitamina do complexo
B, também denominada de vitamina H e vitamina B7, a qual é essencial para a vida
dos mamiferos (SAID, 2002). Essa vitamina apresenta grande importancia para a
lipogénese, a gliconeogénese e para o catabolismo de aminodcidos de cadeia
ramificada, sendo sua principal funcdo metabdlica o transporte do dioxido de
carbono (CO,;) nas reacbes de carboxilizacdo, descarboxilizacdo e
transcarboxilizacdo (McMAHON, 2002). Além disso, a biotina também atua como
cofator importante no desenvolvimento de tecidos cornificados saudaveis, estando
envolvida nos processos de diferenciacdo de células epidérmicas, queratinizacao e
na producdo da substancia cementante intercelular (SCI) dos tecidos queratinizados
(MULLING et al., 1999).

Em ruminantes, a deficiéncia de biotina é rara, visto que a microbiota
ruminal € capaz de sintetizar essa vitamina em quantidades suficientes para suprir
as necessidades do animal (NRC, 2001). Entretanto, estudos mostraram que a
suplementacdo de biotina para bovinos promove efeitos positivos no metabolismo e
na producao leiteira, sugerindo que o requerimento de biotina nesses animais pode
nao ser suprido, plenamente, apenas pela sintese dessa vitamina no ramen
(ZIMMERLY & WEISS, 2001; BERGSTEN et al.,, 2003; MAJEE et al., 2003;
ROSENDO et al., 2004). Além disso, experimentos in vitro e in vivo mostraram que a
sintese de biotina pela microbiota ruminal é reduzida em dietas com alta taxa de
concentrado, em razdo do maior consumo e/ou menor sintese de biotina pelas
bactérias ruminais (ABEL et al., 2001; SANTSCHI et al., 2005).

A biotina é possivelmente a vitamina de maior importancia para o
processo de queratinizacao dos tecidos corneos, assim o consumo adequado dessa
vitamina é fundamental para formacao de cascos de qualidade (TOMLINSON et al.,
2004). Embora sinais clinicos de deficiéncia de biotina dificilmente ocorram em
ruminantes, a literatura mostra que a suplementacdo prolongada de bovinos com
essa vitamina promove efeitos positivos sobre a saude e qualidade dos cascos

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.11 n.22; p.2590 2015



(CAMPBELL et al.,, 2000; FITZGERALD et al., 2000; HEDGES et al.,, 2001;
BERGSTEN et al., 2003; POTZSCH et al., 2003; SILVA et al., 2010). Ainda, varios
trabalhos demonstraram incremento da producao leiteira em vacas suplementadas
com biotina (ZIMMERLY & WEISS, 2001; BERGSTEN et al.,, 2003; MAJEE et al.,
2003; FERREIRA et al.,, 2007; ENJALBERT et al.,, 2008; CHEN et al.,, 2012),
entretanto as razdes para esse efeito positivo permanecem desconhecidas. Ainda
que a literatura mostre os beneficios da suplementacao de biotina para ruminantes,
ainda ndo ha dados disponiveis para quantificar a exigéncia de biotina em vacas
leiteiras (NRC, 2001).

Dessa forma, esse trabalho objetivou apresentar uma breve revisdo de
literatura sobre o metabolismo e as funcdes metabodlicas da biotina, bem como os
efeitos da suplementacdo dessa vitamina para bovinos.

ASPECTOS HISTORICOS

A biotina foi inicialmente reconhecida como um fator de crescimento
microbiano. Em 1901, Eugene Wildiers sugeriu que as leveduras necessitavam de
uma “substancia” organica acessoria para se desenvolverem adequadamente.
Wildiers denominou essa “substancia” de fator “bios” (LANSKA, 2012). Em 1927,
Margaret Boas realizou experimentos fornecendo apenas clara de ovo crua como
fonte de proteina para ratos. Observou-se que ap6s 21 dias, os animais
apresentaram perda de peso, dermatite, alopecia e desordens neuromusculares,
sendo essa sindrome denominada de “doenca da clara do ovo”. BOAS identificou
que a adicéo de leveduras e figado cru na dieta dos ratos, prevenia 0 aparecimento
dos sintomas dessa doenca e denominou essa substancia de “fator de protecéo X”
(BOAS, 1927).

Em 1936, o bioquimico Fritz Kogl e seu aluno de pds-graduagédo Brenno
Tonnis isolaram uma substancia cristalina proveniente de gemas de ovos de pato, a
qgual nomearam “biotina”, pois acreditavam que se tratava de um dos componentes
do fator “bios” (LANSKA, 2012). Trés anos depois, Paul Gydrgy denominou a
substancia que evitava a “doenca da clara de ovo” de vitamina H, em referéncia a
palavra haut que em aleméao significa pele. Esse pesquisador acreditava que essa
substancia exercia um efeito antitéxico, semelhante ao de outras vitaminas ja
descobertas (GYORGY, 1939; LANSKA, 2012). Em seguida, Paul Gyorgy e outros
pesquisadores concluiram que a vitamina H e a biotina eram, na verdade, a mesma
substancia capaz de prevenir a “doenca da clara do ovo” nos animais (DU
VIGNEAUD et al., 1940; GYORGY et al., 1941). Logo depois, isolou-se na clara de
ovo uma proteina que tinha a capacidade de ligar-se a biotina e impedir a absorcdo
pelo organismo. Inicialmente, essa proteina foi chamada de “avidalbumin”, em razao
de sua semelhanca com a albumina (GYORGY et al., 1941). Posteriormente, seu
nome foi modificado para avidina, devido a afinidade pela biotina (avid + biotin)
(KRESGE et al., 2004; LANSKA, 2012). A alta afinidade e especificidade entre a
avidina e a biotina €, atualmente, utilizada em varios ensaios bioquimicos, biolégicos
e farmacéuticos (MOCK, 2007; BU et al.,, 2013; KHAN & PARK, 2015; YOETZ-
KOPELMAN et al., 2015)

Entre 1940 e 1942, varios estudos foram publicados com o objetivo de
descrever a formula quimica da biotina (DU VIGNEAUD et al., 1940; HOFMANN et
al., 1941; MELVILLE et al., 1942). No ano seguinte, pesquisadores do laboratério
Merck and Company em Nova Jersey produziram pela primeira vez biotina sintética
(HARRIS et al., 1943). Posteriormente, pesquisas demonstraram a importancia da
biotina como cofator de varias enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos,
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metabolismo de aminoacidos e gliconeogénese (LYNEN, 1967; KNOWLES, 1989;
JITRAPAKDEE & WALLACE, 2003). Diante de sua importancia, o papel da biotina
como vitamina foi reconhecido a partir de 1960 (VANNUCCHI & CUNHA, 2009).

ESTRUTURA QUIMICA DA BIOTINA

A biotina € uma vitamina hidrossolivel do complexo B. A estrutura
quimica é biciclica, sendo composta por um anel imidazdlico, que contém um grupo
ureido (NH — C — NH) e um anel tetrahidrotiofeno, que possui uma cadeia lateral de
acido valérico e um atomo de enxofre. (Figura 1) (MOCK, 2007). O grupo ureido
presente na biotina é fundamental para que essa vitamina efetue a sua fungcéo de
transportadora de CO,. O nome quimico dessa vitamina € 2-ceto-3,4imidazolido-2-
tetrahidrotiofeno-n-acido valérico (McDONALD et al., 2010) e sua formula empirica é
C11H1803N2S (McDOWELL, 2000). A biotina € um acido monocarboxilico que contém
uma ligagéo tioéster (R-S-R), formada pela ligagdo simples entre dois atomos de
carbono e um atomo de enxofre. A estrutura quimica da biotina contém trés
carbonos assimétricos e, consequentemente, oito diferentes isbmeros possiveis,
entretanto desses isbmeros, apenas um possuiu atividade de vitamina, a D-biotina
(McDOWELL, 2000).
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FIGURA 1 — Estrutura quimica da biotina.
Fonte: Adaptado de McDONALD et al. (2010)

FONTES DE BIOTINA

A biotina pode ser encontrada naturalmente em plantas e, portanto, esta
presente em abundancia na dieta de ruminantes alimentados com forrageiras
(Quadro 1) (BHADAURIA et al., 2013). Os ruminantes ingerem diariamente
quantidades variaveis dessa vitamina, sabe-se que em média, dietas tipicas de
vacas leiteiras apresentam 0,2 a 0,4 mg/kg de biotina na matéria seca (MS), que
representa ingestdo diaria de 4 a 10 mg em vacas leiteiras ndo suplementadas
(WEISS, 2001). A populagdo bacteriana presente no rimen e no intestino grosso é
capaz de sintetizar biotina, sendo parte absorvida pelo organismo, porém as
informacgdes sobre a quantidade de biotina sintetizada nesses locais séo limitadas e
variaveis (WEISS, 2001; BHADAURIA et al., 2013).
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QUADRO 1 - Concentracdo de biotina presente nos alimentos
comumente fornecidos para vacas leiteiras

Alimento Biotina (mg/kg de MS)
Graos ricos em amido 0,09
Farelo de soja 0,27
Farelo de trigo 0,33
Feno de forrageiras 0,45
Residuo de cevada 0,6
Melaco de cana 0,8

Fonte: Adaptado de WEISS (2001)

DIGESTAO E ABSORCAO DE BIOTINA

Os mamiferos ndo sdo capazes de sintetizar vitaminas hidrossoluveis,
com excecdo de uma pequena quantidade de niacina. Dessa forma, a obtencéo
desses nutrientes ocorre por fontes exégenas via alimentacdo e absorcao intestinal
(SAID, 2004). A biotina esta disponivel em muitos alimentos, tais como figado, leite,
fermento, oleaginosas e vegetais (BENDER, 2003). Nos alimentos, essa vitamina
pode ser encontrada conjugada a proteinas ou em forma livre. Quando conjugada a
proteinas, a biotina ndo pode ser absorvida pela mucosa intestinal, necessitando de
degradacéao proteica para a liberacédo da forma livre (BENDER, 2003; VANNUCCHI
& CUNHA, 2009). Inicialmente, proteases e peptidases gastrointestinais hidrolisam
as proteinas conjugadas a biotina, promovendo a liberacdo da bioticina, composto
no qual essa vitamina encontra-se conjugada ao aminoacido lisina (biotina-¢-lisina)
(Figura 2) (SAID, 2009). Em seguida, a bioticina € hidrolisada pela acdo da
biotinidase, enzima altamente especifica, presente no suco pancreatico e em
secrecOes da mucosa intestinal. A hidrdlise realizada pela biotinidase libera a forma
livre da biotina, que pode entdo ser absorvida pela mucosa intestinal (MOCK, 2007).
Além dessa funcao, a biotinidase pode atuar, também, como proteina carreadora de
biotina, realizando o transporte dessa vitamina no sangue e no meio intracelular
(ENGELKING, 2011).
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FIGURA 2 — Estrutura quimica da bioticina.
Fonte: Adaptado de GROPPER & SMITH (2012)

Estudos in vitro mostraram que a absor¢cdo de biotina no intestino ocorre
por meio de um mecanismo de transporte dependente de energia e sodio (Na')
(BENDER, 2003). Esse mecanismo de transporte € estruturalmente especifico,
exigindo um grupo carboxila livre na cadeia lateral do acido valérico na estrutura
guimica da biotina (SAID, 2009). O sistema de transporte intestinal de biotina
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também é responsavel pelo transporte de outros dois micronutrientes: o acido
pantoténico (vitamina B5) e o acido lipdico. Por isso, esse sistema de transporte foi
denominado de transportador multivitaminico ativo sodio dependente (TMASD)
(SAID, 2004; MOCK, 2007), o qual é responsavel pelo carreamento da biotina
através da membrana borda em escova do enterdcito, contra o gradiente de
concentracdo, também conhecido como transporte ativo (Figura 3). Em seguida, a
biotina € transportada através da membrana basolateral do enterOcito para a
circulacdo portal. Esse segundo mecanismo de transporte é mediado por um
sistema que nao depende de sddio, no qual a transferéncia da biotina do citoplasma
do enterdcito para a circulagdo, ocorre a favor do gradiente de concentracdo, ou
seja, transporte passivo (Figura 3) (SAID & REDHA, 1988; SAID, 2009). O
mecanismo de absorcdo intestinal da biotina foi descrito em varias espécies,
incluindo humanos, ratos e coelhos. Dessa forma, possivelmente, esse mecanismo
ndo apresente grandes variagfes entre os mamiferos (SAID, 1999).

Nat Biotina

«4—— Membrana borda em escova

Biotina-

i

FIGURA 3 — Compreensdo atual de como a biotina é transportada através dos
enterocitos humanos. SMVT: Transportador multivitaminico ativo
sédio dependente.

Fonte: Adaptado de SAID (2009)

<4—— Membrana basolateral

A absorcédo intestinal de biotina € regulada por varios mecanismos,
incluindo a caréncia nutricional dessa vitamina no individuo, a maturidade do
enterocito, a localizacdo anatdbmica das regides de maior absorcéo e a atividade de
sinalizadores intracelulares especificos (SAID, 2004; MOCK, 2007). Um estudo em
ratos demonstrou que a deficiéncia de biotina promove aumento de sua absorcao
intestinal. Essa regulacdo adaptativa de absorcao ocorre, possivelmente, em fungao
do aumento do numero e/ou da atividade dos transportadores, € nao por um
aumento da afinidade dos transportadores pela biotina (SAID, 2004).

Além disso, evidéncias sugerem que 0 processo de absorcédo intestinal
dessa vitamina € regulado, também, por moléculas sinalizadoras intracelulares dos
enterocitos, tais como a proteina cinase C (PKC) e a calmodulina (CaM) (MOCK,
2007). Em um estudo in vitro, observou-se que a maior ativacdo da proteina cinase
C (PKC) levou a uma reducdo da absorcédo intestinal de biotina, enquanto que a
inibicdo da calmodulina (CaM) promoveu, também, reducdo da absorcdo dessa
vitamina. Os mecanismos envolvidos na ativacdo e inibicdo dessas moléculas

sinalizadoras nao estéo claros, porém a atividade dessas moléculas, provavelmente,
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regule a quantidade de transportadores de biotina na superficie dos enterécitos
(SAID, 1999).

Enterécitos de animais adultos apresentam maior numero e/ou maior
atividade de moléculas transportadoras de biotina, em comparagdo aos enterocios
de animais lactentes. Entretanto, enterécitos de animais lactentes possuem
transportadores com maior afinidade pela biotina. Assim, embora animais em
desenvolvimento necessitem de uma quantidade menor de biotina, eles requerem
uma absorcdo mais rdpida dessa vitamina (NABOKINA et al.,, 2003). Por fim,
observa-se que absorcéo de biotina é maior na porcao cranial do intestino delgado e
reduz, progressivamente, em direcdo ao intestino grosso (MOCK, 2007). Porém,
estudos realizados em humanos, ratos e miniporcos mostraram que a mucosa do
célon também é capaz de absorver quantidades consideraveis de biotina (SAID,
1999).

TRANSPORTE DE BIOTINA NO ORGANISMO

A concentracdo de biotina no sangue € pequena quando comparada a
outras vitaminas hidrossoluveis. Grande parte da biotina presente no sangue
encontra-se na forma livre, dissolvida na fase aquosa do plasma (MOCK, 2007).
Estudos em humanos revelaram que a proporcao de biotina livre no plasma é de
81%, o restante encontra-se conjugada a enzima biotinidase, em dois tipos de
ligacdes: ligacdo irreversivel (covalente) (12%) e ligacao reversivel (ndo covalente)
(7%) (MOCK & MALIK, 1992). A biotinidase encontra-se em todos os tecidos e é a
principal ligante de biotina no plasma, atuando como uma proteina carreadora e
impedindo a excrecéo na urina (BENDER, 2003).

A absorcédo hepatica de biotina apresenta importancia, pois o figado é o
local de maior concentragcdo e atividade de enzimas dependentes de biotina,
necessitando de grande aporte dessa vitamina (BALAMURUGAN et al., 2003). A
absorcdo de biotina pelos hepatdcitos € mediada por dois mecanismos: difusao
simples e transporte ativo. Nesse Ultimo caso, trata-se de um mecanismo de
transporte especializado, que depende de energia e do gradiente de sédio (MOCK,
2007). Um estudo com cultura de hepatécitos evidenciou que esse transportador
especializado do figado é o mesmo TMASD, encontrado na mucosa intestinal
(BALAMURUGAN et al., 2003). Apos entrar no hepatdcito, a biotina difunde-se para
as mitocondrias por meio de um processo dependente de pH. Ela entra na
mitocondria na forma neutra (protronada), a qual apresenta maior facilidade para
atravessar membranas. Ao adentrar no ambiente alcalino mitocondrial, a biotina
dissocia-se em forma anidnica, adquirindo uma carga negativa, a qual impede a
saida da matriz mitocondrial (MOCK, 2007).

Um estudo em humanos mostrou que os gueratinécitos apresentam dois
mecanismos de transporte de biotina, sendo um deles o TMASD, entretanto nessas
células, esse transportador possui maior afinidade pelo acido pantoténico. O outro
mecanismo de transporte presente nos queratindcitos, aparentemente, é especifico
para a biotina, ndo realizando o transporte de outras moléculas. A relevancia
fisiologica dos queratindcitos apresentarem dois tipos de transportadores de biotina,
esteja relacionada a importancia dessa vitamina para a saude dos tecidos
queratinizados (GRAFE et al., 2003).

Um sistema especifico de reabsor¢cdo de vitaminas hidrossollveis
presentes no filtrado glomerular, possivelmente, contribui de forma significativa para
a manutencao desses micronutrientes no organismo (MOCK, 2007). Quanto a
biotina, observou-se que sua reabsorcao pelo epitélio tubular proximal € realizada
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pelo TMASD, o mesmo encontrado na mucosa intestinal, figado e nos queratinécitos
(BENDER, 2003). Em individuos com deficiéncia de biotina, observa-se uma maior
reabsorcdo dessa vitamina pelo epitélio tubular e, consequentemente, reducao na
excrecdo urinaria (MOCK et al.,, 2002). Esse eficiente sistema de reabsorcao,
associado a reciclagem da biotina apds o catabolismo das enzimas que a utilizam
como cofator, apresentam-se como mecanismos importantes para a prevengéo da
deficiéncia de biotina em humanos e em outros mamiferos (BENDER, 2003).

METABOLISMO RUMINAL DA BIOTINA

Os ruminantes possuem uma relacdo simbibtica bem-sucedida com a
microbiota ruminal. No ramen, uma populacdo microbiana composta por: bactérias,
protozoarios e fungos aproveitam-se do ambiente anaerébio e do suprimento
nutritivo para sobreviverem (SILVA et al., 2012). Por sua vez, esses microrganismos
produzem proteinas de alto valor biolégico, vitaminas e acidos organicos de cadeia
curta, que suprem as necessidades energéticas e metabdlicas dos ruminantes
(RUSSELL & RYCHLIK, 2001). Embora a literatura mais antiga sugira que a
microbiota ruminal sintetize em abundancia todas as vitaminas do complexo B®,
estudos mostraram que ndo ha producdo de grandes quantidades de biotina no
ramen (SCHWAB et al., 2006; SANTSCHI & GIRARD, 2007). A sintese ruminal
aparente (SRA) de uma determinada vitamina é calculada como a quantidade dessa
vitamina que chega ao duodeno, menos a quantidade ingerida. Em um experimento
com vacas em lactacéo, observou-se que em todas as dietas utilizadas, a SRA de
biotina foi negativa, sugerindo que a quantidade de biotina que chegou ao duodeno
foi menor do que a quantidade ingerida (SCHWAB et al., 2006). Em outro estudo
com vacas em lactacdo, encontrou-se uma SRA de biotina de -1 mg/dia, enquanto
gue outras vitaminas do complexo B, tais como niacina e riboflavina apresentaram
SRA de 2.213 mg/dia e 267 mg/dia respectivamente (SANTSCHI et al., 2005).
Dessa forma, esses estudos demonstram que ndo ha sintese de grandes
guantidades de biotina pela microbiota ruminal ou que essa vitamina é degradada na
mesma proporcao em que € sintetizada no rumen (SCHWAB et al., 2006).

A relacdo concentrado:volumoso na dieta € um fator que influencia
diretamente a sintese e a utilizacdo de biotina pelos microrganismos ruminais. Sabe-
se que o fornecimento de dietas com alto teor de concentrado e baixo teor de
volumoso ocasiona acidificacdo do ambiente ruminal (SILVA et al.,, 2012). Um
estudo realizado em rimen artificial demonstrou que a sintese de biotina foi reduzida
em aproximadamente 50%, quando elevou-se a proporcdo de concentrado na dieta
de 20% para 50% (ABEL et al.,, 2001). Segundo os autores desse estudo, o
fornecimento de dietas com alto teor de concentrado e baixo teor de volumoso
promove menor sintese de biotina pelos microrganismos ruminais e,
consequentemente, ha diminuicdo da disponibilidade dessa vitamina para a
absorcao intestinal (ABEL et al., 2001, ABEL et al., 2006; BHADAURIA et al., 2013).
Dessa forma, vacas leiteiras de alta producdo possuem maior propensao a menor
sintese de biotina pela microbiota ruminal, pois sdo geralmente, alimentadas com
dietas de alta proporcdo de concentrado (ROSENDO et al., 2004). Além disso, a
concentracdo de biotina em forrageiras (volumoso) € maior do que em graos
(concentrado), logo o fornecimento de dietas com menor propor¢cdo de volumoso
contribui, para menor disponibilidade de biotina no ramen (ABEL et al., 2001; ABEL
et al., 2006). Esses resultados podem auxiliar na elucidacdo dos motivos pelos quais
vacas leiteiras de alta produgéo apresentam maior predisposi¢cdo a doencgas digitais
(BHADAURIA et al., 2013).
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Em outro estudo com rumen artificial, observou-se que a utilizacdo de
biotina pela microbiota ruminal foi menor em pH de 5,3. Segundo os autores, esse
fato provavelmente ocorra em razdo do menor crescimento de bactérias celuloliticas
em pH &cido (ROSENDO et al., 2003). O fornecimento de dietas ricas em
concentrado promove alteracdes na composi¢cao da microbiota ruminal, promovendo
maior producédo de acidos graxos volateis (AGV) e reduc¢éo do pH ruminal. Quando o
ambiente ruminal apresenta-se acido, observa-se reducao das bactérias celuloliticas
e aumento das bactérias amiloliticas (SILVA et al., 2012). Sabe-se que as bactérias
celuloliticas necessitam de mais biotina para se desenvolverem do que as bactérias
amiloliticas, assim a reducdo das bactérias celuloliticas no ramen, resulta em menor
degradacéo e menor sintese de biotina (SCOTT & DEHORITY, 1965).

Em vacas suplementadas com vitaminas do complexo B, observou-se que
45,2% da biotina suplementada foi degradada ou utilizada pela microbiota ruminal
antes de chegar ao duodeno (SANTSCHI et al., 2005). Resultado que sugere que a
suplementacdo dessa vitamina na forma desprotegida, ndo resulta na completa
degradagédo ou utilizagdo pela microbiota ruminal (CHEN et al., 2011). Outras
vitaminas do complexo B, tais como riboflavina, niacina e acido félico apresentaram
taxas de degradagao ruminal de 99,3%, 98,5% e 97% respectivamente. Nesse
mesmo estudo, observou-se uma taxa de absorcdo aparente de biotina de 37% em
vacas suplementadas com 20 mg/dia dessa vitamina. Vacas nédo suplementadas
apresentaram taxa de absorcéo aparente de biotina de 28%, sugerindo, assim, que
parte da biotina suplementada ndo é degradada pela microbiota ruminal e passa
pelo ramen para ser absorvida no intestino delgado (SANTSCHI et al., 2005).
Comprovando essa afirmagédo, observou-se que vacas suplementadas com 20
mg/dia de biotina por via oral, apresentaram concentracdo plasmatica dessa
vitamina significativamente maior (9,4 nmol/L), do que vacas ndo suplementadas
(4,3 nmol/L) (ROSENDO et al.,, 2004). Em outro estudo, verificou-se que vacas
suplementadas com biotina apresentaram absorcéo intestinal entre 50 e 60% do
total suplementado, correspondendo a um aporte de 2,5 mg/dia dessa vitamina
(FRIGG et al., 1994).

FUNQC)ES METABOLICAS DA BIOTINA

Nos mamiferos, a biotina atua como cofator essencial para quatro
carboxilases, as quais realizam transporte e fixacdo de CO, em reacoes de diversas
vias metabdlicas, tais como: a sintese e degradacdo de acidos graxos, a
gliconeogénese, a producdo de oxaloacetato, a sintese de proteinas e a degradacao
de aminoacidos (MOCK, 2007; LOMBARD & MOREIRA, 2011). Além disso, essa
vitamina atua como cofator em varias reacbes de descarboxilagdo e
transcarboxilacéo, realizadas pelas bactérias ruminais e intestinais (BENDER, 2003).
Os cofatores sdo substancias organicas e inorganicas (ions metélicos) necessarias
para o funcionamento das enzimas. Os cofatores organicos sado conhecidos como
coenzimas e, geralmente, derivam de vitaminas e outros nutrientes organicos.
Coenzimas e ions metélicos ligam-se, geralmente, de forma covalente a porcéo
proteica da enzima, conhecida como grupo prostético (NELSON & COX, 2008).
Muitas vitaminas hidrossollveis funcionam como precursores de coenzimas, dentre
estas a biotina apresenta-se como precursora da coenzima bioticina (Quadro 2)
(VOET & VOET, 2011).
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QUADRO 2 - Vitaminas do complexo B precursoras de coenzimas e a reacao que
estas promovem

Fonte vitamina Coenzima Reacado promovida
Biotina (B7) Bioticina Carboxilacéo
. Coenzimas de I
Cobalamina (B12) cobalamina Alquilagéao

Acido Félico (Bg)

Tetrahidrofolato

Transferéncias de grupos de
1-carbono

Nicotinamida (Bs)

Coenzimas de
nicotinamida

Oxidacao-reducao

Acido pantoténico
(Bs)

Coenzima A

Transferéncia de grupos acila

Piridoxina (Bs)

Fosfato de piridoxal

Transferéncia de grupo amino

Riboflavina (B,)

Coenzimas da flavina

Oxidacao-reducao

Tiamina (B1)

Pirofosfato de tiamina

Transferéncia de grupo
aldeido

Fonte: Adaptado de VOET & VOET (2011)

As coenzimas atuam como transportadores transitorios de grupos
funcionais especificos. Em cada reacdo enzimatica que participam, as coenzimas
sdo modificadas quimicamente, entretanto estas retornam ao estado original,
completando assim, o ciclo catalitico. O conjunto enzimatico ativo formado pela
unido de uma enzima e seu cofator € chamado de holoenzima, enquanto que a
enzima inativa resultante da remocdo do cofator da holoenzima é nomeada de
apoenzima (Figura 4) (NELSON & COX, 2008; VOET & VOET, 2011).

—

. Holoenzima (ativa)

Apoenzima (inativa) + Cofator

FIGURA 4 — Ciclo catalitico de enzimas que necessitam de um cofator.
Fonte: Adaptado de VOET & VOET (2011)

As carboxilases dependentes de biotina (CDB) foram descobertas na
década de 1960 e, desde entdo, vém sendo intensivamente estudadas devido a sua
importdncia em diversas vias metabdlicas. Nos ultimos anos, houve avangos
significativos na compreensao da funcdo dessas enzimas, especialmente quanto a
estrutura da forma ativa (holoenzima) (TONG, 2013). Existem nove enzimas
dependentes de biotina: seis carboxilases, duas descarboxilases e uma
transcarboxilase. Dessas, apenas quatro estdo presentes nos mamiferos. A acetil-
CoA carboxilase (ACC), enzima que catalisa a formacao do malonil-CoA. A piruvato
carboxilase (PC), que se encontra na mitocondria e catalisa a formagédo do
oxaloacetato na gliconeogénese. A propionil-CoA carboxilase (PCC) que catalisa a
formacao do metilmalonil-CoA durante o metabolismo do propionato. E, por fim, a -
metilcrotonil-CoA carboxilase (MCC), responsavel pela catalisacdo do f-
metilcrotonil-CoA em B-metilglutaconil-CoA na via catabdlica da leucina (SAMOLS et
al., 1988; MOCK, 2007).

Apesar de estarem envolvidas em diversas vias metabdlicas, como a
gliconeogénese, lipogénese e catabolismo de aminoacidos, as CDB apresentam um
mecanismo de reagdao comum (JITRAPAKDEE & WALLACE, 1999). Nessas
reacoes, a biotina desempenha um papel-chave, pois atua como transportador
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especializado de grupos com um atomo de carbono na forma mais oxidada, o CO,
(NELSON & COX, 2008). Nos mamiferos, as CDB necessitam da hidrolise de uma
molécula de adenosina trifosfato (ATP) para formar a carboxibiotina, que € o
intermediario responsavel pela transferéncia do CO, para 0 substrato organico
especifico (Figura 5) (SAMOLS et al., 1988).

(1)  Enzima-Biotina + ATP + HCO; Carboxibiotina-CO, + ADP + Pi

—

(2)  Carboxibiotina-CO, + Substrato «———  Enzima-biotina + Substrato-CO,

FIGURA 5 — Reacédo de carboxilacéo realizada por uma carboxilase dependente de
biotina (CDB). (1) A CDB une-se a biotina e ao CO,, mediante a
hidrolise de adenosina trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP) e
fosfato inorganico (Pi), formando a carboxibiotina. (2) A carboxibiotina
€ o transportador especializado, responsavel pelo transporte do CO;
para o substrato.
Fonte: Adaptado SAMOLS et al. (1988)

A biotina € unida as carboxilases por uma ligagdo amida entre 0 grupo
carboxila, presente no &cido valérico da biotina, e 0 grupo amino presente em um
residuo de lisina da carboxilase inativa (apoenzima). A cadeia que liga a biotina e a
carboxilase inativa é longa e flexivel, permitindo que essa vitamina se locomova do
sitio ativo da carboxilase para outro sitio inativo. Dessa forma, quando esta se
encontra no sitio ativo da carboxilase, forma-se a enzima carboxibiotina, que é o
intermediario responsavel pela transferéncia do CO, para outros substratos (Figura
6) (NELSON & COX, 2008; VOET & VOET, 2011; GROPPER & SMITH, 2012). As
caracteristicas das reacdes catalisadas pelas quatro CDB presentes nos mamiferos
serdo descritas a seguir.

Didxido de
carbonoativado Cadeia longa e flexivel
0 | I |
\ C —
c—N" MH Ligacdo
/ } | . o amida  Residuo de lisina da
0 HC—CH Acido valérico 0 carboxilase
l | 1 | | |
H,C (—H—0—0—0—C~=N—0—-0—3—0—0—
\S/ \H = - = o l -G 4 v l‘)ﬁ '
H
l J Restante da
Biotina carboxilase

FIGURA 6 — Biotina ligada ao residuo de lisina de uma carboxilase e funcionando
como um transportador de CO; (carboxibiotina).
Fonte: Adaptado de GROPPER & SMITH (2012)

Acetil-CoA carboxilase (ACC)

A ACC é uma CDB que realiza a catalisacdo da primeira etapa da
biossintese de acidos graxos, atuando também, como uma enzima reguladora dessa
ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.11 n.22; p.2599 2015



via metabdlica (VOET & VOET, 2011). A ACC catalisa a sintese irreversivel de
malonil-CoA, a partir de acetil-CoA. Essa enzima possui uma molécula de biotina
como grupo prostético, ligada covalentemente a ACC. A reacdo de carboxilacao
ocorre em dois passos. Primeiramente, o CO, proveniente de uma molécula
bicarbonato (HCOg3") é transferido para a biotina em uma reacdo dependente de
ATP, formando a carboxibiotina, que é responsavel pela transferéncia do CO,. Em
seguida, a carboxibiotina atua como um transportador temporario de CO
transferindo-o para o acetil-CoA, formando assim o malonil-CoA (Figura 7) (NELSON
& COX, 2008). Na sequéncia, o malonil-CoA entra em um processo de condensacao
catalisado pela enzima &cido graxo sintetase, resultando na formacdo dos acidos
graxos (VOET & VOET, 2011). Existem duas isoformas de ACC, a ACC1 que esta
presente no citoplasma celular e atua na biossintese de &acidos graxos de cadeia
longa no figado, no tecido adiposo e em outros tecidos lipogénicos e a ACC2, que se
localiza na membra mitocondrial externa de midocitos e hepatécitos (TONG, 2013). A
atividade da ACC1 e ACC2, em mamiferos, € aumentada por citrato e isocitrato, e
inibida por derivados de &cidos graxos de cadeia longa. Elas também sédo ativadas
em resposta a insulina e inativadas em resposta ao glucagon (BENDER, 2003).

0 CQz C0O0- O

\ Biotina I |
» (CH,— C—SCoA

CH,—C— SCoA

/" Aceti-CoA ™\
Acetil-CoA .

ATP Carboxilase ADP + Pi

FIGURA 7 — Carboxilacdo do acetil-CoA em malonil-CoA. O acetil-CoA é
convertido em malonil-CoA pela acdo da ACC, em uma reacao
gue necessita de biotina e ATP.

Fonte: Adaptado de GROPPER & SMITH (2012)

Malonil-Coa

Piruvato carboxilase (PC)

A PC é a enzima que catalisa a conversao do piruvato em oxaloacetato.
Nos mamiferos, a PC localiza-se na matriz mitocondrial e é a primeira enzima da via
da gliconeogénese, sendo fundamental para a producéo de glicose no figado e nos
rins (JITRAPAKDEE & WALLACE, 1999; NELSON & COX, 2008). A gliconeogénese
€ a via metabolica responsavel pela producédo de glicose atraves de precursores que
ndo sdo carboidratos tais como: lactato, piruvato, glicerol e aminoacidos. No entanto,
todas essas substéncias devem ser convertidas em oxaloacetato antes de entrarem
na gliconeogénese (VOET & VOET, 2011). O oxaloacetato produzido pela PC é
utilizado, também, na lipogénese e na gliceroneogénese nos adipocitos e na
biossintese de glutamato, um neurotransmissor excitatério (JITRAPAKDEE &
WALLACE, 1999; TONG, 2013). Ressalte-se que 0 oxalacetato é tanto um precursor
para a gliconeogénese, quanto intermediario do Ciclo do Acido Citrico. Dessa forma,
quando o “combustivel” do Ciclo do Acido Citrico, o acetil-CoA, acumula-se na
mitocondria, ativa de forma alostérica a PC, aumentando a producéo de oxalacetato,
o qual pode adentrar no Ciclo do Acido Citrico no decorrer do processo ciclico. Por
outro lado, quando a atividade do Ciclo do Acido Citrico € baixa, o oxalacetato entra
na via gliconeogénica (VOET & VOET, 2011).
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A PC é responsavel pelo controle da taxa de gliconeogénese, sendo
assim considerada a enzima reguladora dessa via. Essa enzima requer biotina como
coenzima para efetuar a carboxilacdo do piruvato em oxaloacetato, em uma reacéao
semelhante a realizada pela ACC (VOET & VOET, 2011). Inicialmente, o CO,
proveniente de uma molécula de bicarbonato (HCO3') € ligado a biotina, formando a
carboxibiotina. Em seguida o CO, é transferido ao piruvato formando, assim, o
oxaloacetato, em uma reacado que requer a hidrolise de ATP (Figura 8) (NELSON &
COX, 2008). Na sequéncia, o oxaloacetato é transformado em fosfoenolpirutavo, o
qual segue na via da gliconeogénese até a formacéo de glicose (HORTON et al.,
2008).

O
| O
O=C |
| /C .
N NH
i f
H? CIH
HC o HC—(CH,), COO
?OO Biotina C|7 B Cl o
cl_o ’l"H CIH:
CH; Piruvato Carboxilase COo
Piruvato * Oxaloacetato
X
ATP ADP
FIGURA 8 - Carboxilacdo do piruvato em oxaloacetato. Na

mitocondria, o piruvato é convertido pela acdo da
PC em oxaloacetato, em uma reagdo que necessita
de biotina e ATP.

Fonte: Adaptado de GROPPER & SMITH 2012)

Propionil-CoA carboxilase (PCC)

A PCC é uma enzima dependente de biotina, fundamental para a
oxidagdo de &cidos graxos com numero impar de carbono. Embora a maioria dos
lipidios produzidos naturalmente pelos mamiferos apresente acidos graxos com
namero par de carbonos, os ruminantes produzem grandes quantidades de
propionato, durante a fermentacdo de carboidratos no radmen (NELSON & COX,
2008). O propionato é um &cido graxo volatil que contem trés carbonos (CH;— CH, —
COOQO") e é o maior precursor de glicose em ruminantes, podendo ser utilizado tanto
na via da gliconeogénese, quanto no Ciclo do Acido Citrico. Apés a producéo no
rimen, o propionato € absorvido pela corrente sanguinea e segue para o figado,
onde sofre um processo de esterificacdo pela enzima acil-CoA sintetase, resultando
em propionil-CoA. Em seguida, o propionil-CoA é carboxilalado pela PCC, enzima
dependente de biotina, resultando em (D)-metilmalonil-CoA. Na sequéncia, a enzima
metilmalonil-CoA-racemase catalisa a conversao do (D)-metilmalonil-CoA em (L)-
metilmalonil-CoA, o qual é substrato para a enzima metilmalonil-CoA-mutase, que 0
converte em succinil-CoA, um intermediario do Ciclo do Acido Citrico (Figura 9)
(MURRAY et al., 2012).
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FIGURA 9 — Metabolismo do propionato. No figado, ele sofre diversas reacfes que
o transformam em succinil-CoA, um dos intermediarios do Ciclo do
Acido Citrico.
Fonte: Adaptado de MURRAY et al. (2012)

A carboxilagdo do propionil-CoA em (D)-metilmalonil-CoA catalisada pela
PCC é uma reagdo que ocorre da mesma forma descrita para ACC e PC.
Inicialmente, ocorre a carboxilacgdo da biotina pelo ion bicarbonato (HCOg3),
mediante a hidrélise de uma molécula de ATP, formando o intermediério
carboxibiotina. Em seguida, a carboxibiotina, transfere o CO, para o propionil-CoA,
transformando-o em (D)-metilmalonil-CoA (NELSON & COX, 2008). A PCC,
também, é fundamental para o metabolismo dos aminoacidos valina, isoleucina e
metionina, 0S quais possuem rotas degradativas complexas que resultam na
producdo de proponil-CoA. Esse ultimo, como descrito anteriormente, € convertido
em succinil-CoA por uma série de reacdes que requerem biotina e coenzima By,
podendo assim, adentrar no Ciclo do Acido Citrico (Figura 10). Ainda quanto ao
succinil-CoA, ressalte-se que este é fundamental, também, para a biossintese do
grupo Heme, o qual é componente essencial da hemoglobina, mioglobina e
citocromos (VOET & VOET, 2011; TONG, 2013).
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FIGURA 10 — Conversdo dos acidos graxos de cadeia
impar e dos aminoacidos isoleucina,
metionina e valina em succnil-CoA, um
intermediario do Ciclo do Acido Citrico.
Fonte: Adaptado de HORTON et al. (2008)

B-Metilcrotonil-CoA carboxilase (MCC)

O processo de catabolismo do amino&cido leucina consiste na conversao
em acetoacetato e/ou em acetil-CoA. Assim, a leucina é classificada como um
aminoacido cetogénico, pois 0 acetoacetato € um corpo cetbnico e o acetil-CoA é
considerado um precursor de corpos cetonicos (NELSON & COX, 2008). O processo
de catabolismo da leucina envolve varias reacdes enzimaticas, dentre estas
destaca-se a carboxilacdo reversivel do B-metilcrotonil-CoA em B-metilglutaconil-
CoA, que é catalisada pela MCC, enzima mitocondrial, cuja atividade depende da
presenca de biotina e ATP (Figura 11) (BAUMGARTHER et al., 2001; MOCK, 2007).
O mecanismo de carboxilacdo desta enzima € o0 mesmo descrito anteriormente para
os demais CDB.

Demais fungcdes metabdlicas da biotina

Embora a funcdo da biotina como coenzima apresente-se bem
caracterizada, existem outras possiveis funcfes, menos conhecidas e estudadas,
como a biotinilagdo de proteinas e a expressao génica. A biotina influencia funcdes
da multiplicacéo celular através da biotinilagdo das histonas (GROPPER & SMITH,
2012). As histonas sao pegquenas proteinas primarias que apresentam papel
importante na manutencdo do equilibrio dindmico da cromatina, a qual é
fundamental para a regulagdo da expressdo génica durante as fases do
desenvolvimento de organismos multicelulares (MARGUERON et al.,, 2005). A
holocarboxilase sintetase (HCS) seja a enzima responsavel pela biotinilacdo das
histonas em humanos. Estudos demonstraram que a biotinilacdo é uma modificacao
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natural, porém rara nas histonas humanas (KUROISHI et al., 2011). A HCS liga-se a
biotina e, em seguida, a transfere para as histonas em um processo denominado
biotinilacdo (GROPPER & SMITH, 2012). A biotinilacéo das histonas é um campo de
pesquisas relativamente novo, dessa forma evidéncias da importancia dessa reacao
ainda sdo escassas. Entretanto, acredita-se que essa reacdo possa estar envolvida
em processos bioldégicos como o controle do ciclo celular e a resposta celular a
danos no acido desoxirribonucleico (DNA) (KOTHAPALLI et al., 2005). Sabe-se que
mais de dois mil genes humanos dependem de biotina para expressdo. Além disso,
essa vitamina mostra-se necessaria, sobretudo, para a transcricdo de alguns genes
e para a tradugcdo de alguns RNA-mensageiros (RNAm) (GROPPER & SMITH,
2012).

Biotina + CO,
W, o 0 ATP “ ADP +Pi ﬁ“i ;
W | | (h v/ c
N O L N 00—t (=5~
LT (A A ST o G !
. Metilcrotonil-CoA . .
Leucing Acido peneticrotoni-CoA i f-metilglutaconil-CoA
a-cetoisocaproico / \
/ \
/ \
/ \
Acetoacetato  Acetil-CoA

FIGURA 11 — Funcédo da biotina no catabolismo da leucina (em vermelho). A MCC
catalisa a conversédo do B-metilcrotonil-Coa em B-metilglutaconil-CoA
em um processo dependente de biotina e ATP.

Fonte: adaptado de GROPPER & SMITH (2012)

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE BIOTINA NO RUMEN

A biotina é um cofator fundamental nas reacdes de transcarboxilacédo, as
quais sdo essenciais em todos o0s processos fermentativos no rumen. A
transformacdo do succinato em proprionato realizada por muitas bactérias
celuloliticas ruminais, ocorre por meio de reacdes de transcarboxilagdo dependentes
de biotina (ABEL et al., 2006). A producdo de propionato pela via do succinato
ocorre em bovinos alimentados com dietas ricas em forragem, pois nessas
condi¢cdes ndo ha producdo de grandes quantidades de &cido latico como produto
intermediario. Em dietas ricas em concentrado, uma via alternativa, a lactato-acrilato,
promove aumento da producdo de proprionato, através da utilizagdo do acido latico
como produto intermediario (ANRIQUE, 2010).

A suplementacéo de biotina na dose de 0,96 mg/kg de peso vivo, néo
influenciou a proporcédo molar de acidos AGV no rumen de vacas de alta ou baixa
producéo leiteira (FERREIRA et al., 2007). Semelhantemente, observou-se que a
suplementacdo de 0, 10 ou 20 mg de biotina para vacas de alta producao leiteira
(acima de 40 kg/dia de leite), ndo alterou a propor¢cdo molar de acetato, butirato e
propionato no riumen. Esses resultados sugerem que a suplementacdo de biotina
nao influencia a composicdo da populacdo bacteriana ruminal (ZIMMERLY &
WEISS, 2001). Entretanto, um estudo in vitro demonstrou que a restricao de biotina
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no ambiente ruminal resulta em significante reducdo na digestdo de celulose,
associada a reducgéo na producédo de acetato e proprionato (MILLIGAN et al., 1967).

Em uma pesquisa para avaliar o efeito da suplementacdo com biotina na
fermentacdo ruminal de vacas nao lactantes, observou-se que o fornecimento de 40
mg/dia de biotina ocasionou aumento significativo da fermentacdo ruminal nas
primeiras 12 horas. Entretanto, apds 18 horas, a taxa de fermentacdo ndo diferiu
entre 0s animais suplementados e ndo suplementados. Segundo os autores desse
estudo, o aumento da taxa de fermentacg&o inicial do ramen indica uma degradacéao
mais rapida de fibras, o que poderia levar a uma maior taxa de passagem ruminal,
maior ingestdo de MS e maior producao de leite (CRUYWAGEN & BUNGE, 2004).
Sabe-se que 0 aumento do consumo de MS esta associado a uma maior absor¢ao
de nutrientes, possibilitando, assim, maior producéao de leite (CHEN et al., 2011). O
aumento do consumo de MS em bovinos suplementados com biotina esta,
possivelmente, associado a dois fatores: (1) aumento do crescimento de bactérias
celuloliticas e, consequente, aumento na digestibilidade de fibras (FITZGERALD et
al., 2000; FERREIRA et al., 2007) e (2) melhora na saude dos cascos, possibilitando
maior locomocéao e consumo (ZIMMERLY & WEISS, 2001; CHEN et al., 2011).

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE BIOTINA NO CASCO

O casco ou estojo cérneo consiste em uma capsula cornificada que
envolve os dois digitos principais dos bovinos em cada membro (BUDRAS et al.,
2011). Ele é formado por trés camadas: a epiderme, a derme e a subcutis. A
epiderme é composta por duas camadas, a mais profunda formada por células vivas
e a superficial, que é mais espessa e formada por células mortas queratinizadas
(GREENOUGH, 2007; SILVA et al., 2012). O tecido corneo € produzido através de
um processo dindmico e progressivo de diferenciacdo das células epidérmicas,
conhecido como queratinizagdo ou cornificacdo. Esse processo consiste na
transformacao de células epidérmicas altamente funcionais em células cornificadas
mortas, estruturalmente estaveis e sem nenhuma atividade metabdlica, as quais sao
conhecidas como queratinécitos (TOMLINSON et al., 2004).

Durante a queratinizagdo, as células epidérmicas novas deslocam as
células mais antigas para as camadas mais externas do casco. Simultaneamente ao
deslocamento, sintetizam grandes quantidades de queratina, proteinas que se ligam
entre si através de pontes dissulfito, formando um complexo proteico no interior dos
gueratindécitos, que proporciona estabilidade mecénica e quimica ao tecido cérneo
(SILVA et al.,, 2012). A fase final do processo de queratinizagcdo consiste na
producdo e exteriorizagdo para 0 espaco extracelular da substancia cementante
intercelular (SCI) (MULLING et al.,, 1999), a qual € composta por uma matriz
extracelular rica em lipidios e glicoproteinas, responsaveis pela conexdo e
manutencdo da estabilidade entre os queratindcitos, além de impermeabilizar o
estrato corneo (BHADAURIA et al., 2013). Dessa forma, a SCI é fundamental para a
formacdo de um tecido corneo de qualidade. ApOs a queratinizacdo, a aparéncia
microscoépica do casco € semelhante a de uma parede, na qual os queratinécitos
séo os tijolos e a SCI a argamassa que os une (MULLING et al., 1999).

O fornecimento adequado de minerais e vitaminas é fundamental para a
producdo e manutencdo de um estojo corneo saudavel. Em situacbes em que o
fornecimento de nutrientes importantes para o0 processo de queratinizagdo €
comprometido, ha producdo de tecido cérneo de baixa qualidade e,
consequentemente, maior suscetibilidade ao desenvolvimento de enfermidades
(GREENOUGH, 2007). A biotina €, possivelmente, a vitamina de maior importancia
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para o processo de queratinizacdo (TOMLINSON et al, 2004). Observou-se que a
inducdo de deficiéncia de biotina em bovinos promoveu comprometimento
quantitativo e qualitativo da producdo de queratina e sintese de SCI de baixa
qualidade. A biotina é um cofator fundamental de enzimas envolvidas na producéo
de queratina e, também, participa diretamente da sintese de lipideos e da
gliconeogénese, por ser cofator das CDB. Assim, certamente, a producao de SCI de
baixa qualidade em animais com deficiéncia de biotina, esta associada a disturbios
na sintese dos lipideos, que compdem essa substancia (MULLING et al., 1999).

As principais classes de lipideos que compdem a SCI sdo as ceramidas, o
colesterol e os acidos graxos livres (BOUWSTRA & PONEC, 2006; MECKFESSEL &
BRANDT, 2014). As ceramidas correspondem a aproximadamente 50% dos lipidios
presentes no estrato cérneo da pele humana, sendo essenciais para a formacdo da
barreira protetora cutanea, de forma que sua deficiéncia esta associada a doencas
de pele (MECKFESSEL & BRANDT, 2014). No tecido c6rneo do casco, as
ceramidas estdo relacionadas a resisténcia e impermeabilizacdo. Vacas com
laminite subclinica apresentaram concentracdo de ceramidas na sola e na parede
dos cascos, significativamente, menor do que vacas saudaveis. Além disso,
observou-se que a menor concentracdo de ceramidas, esteve associada a maior
umidade e menor dureza do casco. Portanto, a reducédo desse tipo de lipideo no
casco de vacas com laminite subclinica, pode ocasionar mudangas nas
propriedades fisicas do tecido corneo, predispondo ao surgimento de doencas
podais (HIGUCHI et al., 2005).

Em dois estudos com vacas leiteiras, observou-se que a suplementacao
de 20 mg/dia de biotina durante cinco e 10 meses, respectivamente, promoveu
aumento na quantidade de lipideos do casco (HIGUCHI et al., 2004; RANDHAWA et
al.,, 2008). Os autores sugerem que esse resultado esteja relacionado ao efeito
positivo da biotina sobre a lipogénese, pois essa vitamina atua como coenzima da
ACC, primeira enzima do processo de biossintese dos acidos graxos (RANDHAWA
et al., 2008; VOET & VOET, 2011). Além disso, observou-se que vacas
suplementadas com biotina apresentaram aumento qualitativo na densidade de
ceramidas presentes na sola do casco, associado a uma reducao significativa na
severidade das lesdes podais. Diante disso, nota-se que a suplementacdo com
biotina promove aumento da densidade de ceramidas no casco e,
consequentemente, aumento na saude do tecido corneo (RANDHAWA et al., 2008).

Vacas leiteiras com as seguintes enfermidades digitais: necrobacilose
interdigital, Glcera de sola, abscesso subsolear, doenca da linha branca (DLB),
laminite cronica e artrite séptica; apresentaram reducdo significativa da
concentracdo sérica de biotina em relacdo a vacas saudaveis, indicando que a
reducdo da concentragdo dessa vitamina no sangue pode afetar a qualidade do
casco de vacas leiteiras. Ademais, observou-se que a baixa concentracao seérica de
biotina esteve associada com o0 aumento do estresse oxidativo, evidenciado pela
elevacdo da concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (SRAT),
principal marcador da ocorréncia de lesbes em membranas celulares devido ao
estresse oxidativo (AL-QUDAH & ISMAIL, 2012). Esse resultado esta de acordo com
outro estudo, no qual péneis portadores de laminite crénica apresentaram aumento
da concentracdo de SRAT na urina em comparacao a poneis saudaveis (NEVILLE et
al., 2004). Portanto, supfe-se que a biotina também apresente importancia no
equilibrio oxidativo ou atue como agente antioxidante em animais portadores de
doencas digitais. No entanto, ainda ndo se sabe a exata fungdo dessa vitamina
diante de situacfes de estresse oxidativo em bovinos (AL-QUDAH & ISMAIL, 2012).
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Vérios trabalhos demonstraram que a suplementacdo com biotina em
bovinos, tanto de aptidao leiteira quanto de producao de carne, promoveu melhora
na qualidade do casco e, consequentemente, reducdo das afeccdes podais
(CAMPBELL et al.,, 2000; FITZGERALD et al.,, 2000; BERGSTEN et al., 2003;
POTZSCH et al., 2003;; SILVA et al., 2010). A suplementacéo de bezerros de 1 ano
de idade com 12,5 mg/dia de biotina por animal durante 40 dias, promoveu aumento
significativo da taxa de crescimento do casco (SILVA et al, 2010).
Semelhantemente, vacas leiteiras suplementadas com 20 mg/dia de biotina
apresentaram cascos mais duros e com menor teor de umidade apos 10 meses de
suplementacdo (HIGUCHI et al., 2004). Na Austrélia, vacas leiteiras criadas a pasto
foram suplementadas com 20 mg/dia de biotina durante 13 meses, resultando em
melhora do escore de locomocgdo, em relagdo as vacas ndo suplementadas. No
entanto, observou-se que nos primeiros 4 meses do experimento, ndo houve
diferencas quanto ao escore de locomocdo dos animais suplementados e nao
suplementados. Os autores atribuiram esse resultado ao tempo necessario para a
renovacdo da sola do casco, que € de trés a quatro meses (FITZGERALD et al.,
2000).

Em um estudo realizado no Reino Unido, observou-se que a
suplementacdo com 20 mg/dia de biotina por animal reduziu em 45% a incidéncia de
DLB em vacas multiparas. Entretanto, ndo houve diferenca significativa quanto a
incidéncia de DLB em primiparas tratadas e nao tratadas. Os autores atribuiram
esse resultado a baixa ocorréncia de claudicagcdo em primiparas, de forma que esse
valor ndo foi suficiente para detectar um efeito significativo da suplementacéo de
biotina nesses animais. Além disso, observou-se que o fornecimento dessa vitamina
resultou em reducdo da incidéncia de DLB, somente, apds seis meses de
suplementacdo (POTZSCH et al.,, 2003). Em outro estudo, observou-se que a
suplementacdo de vacas com 20 mg/dia de biotina, também reduziu
significativamente a incidéncia de DLB. Entretanto, a reducdo nos indices de
claudicacao foi observada apos 130 dias de suplementacdo (HEDGES et al., 2001).

Vacas leiteiras suplementadas com 20 mg/dia de biotina durante 14
meses apresentaram menor incidéncia de hemorragias de sola (24%) em
comparacao ao grupo controle (50%). Entretanto, ndo houve diferenca significativa
entre 0s animais suplementados e ndo suplementados quanto a incidéncia de sola
dupla, fissuras longitudinais do casco e erosdo de taldo. Segundo os autores desse
estudo, a biotina melhora a qualidade do casco, favorecendo a substituicdo do tecido
corneo defeituoso e a cicatrizacdo, além de reduzir a incidéncia de lesdes na sola do
casco provenientes dos estagios iniciais da laminite (BERGSTEN et al., 2003).

O fornecimento diario de 10 mg de biotina para vacas de corte criadas
extensivamente, promoveu uma significativa reducdo na incidéncia de fissuras
verticais no casco. Apos dois anos de suplementacdo, observou-se que as vacas
nao tratadas com biotina apresentaram, aproximadamente, duas vezes mais
chances de apresentarem fissuras verticais nos cascos. Entretanto, esse efeito foi
significativo somente ap6s um ano de suplementacdo. Em concordancia com esse
resultado, um estudo demonstrou que a suplementacéo de vacas leiteiras com 20 ou
40 mg/dia de biotina durante 60 dias, ndo resultou em melhora na qualidade do
casco (CHEN et al.,, 2012). Demonstrando que os beneficios da suplementacéo
dessa vitamina para a qualidade do casco estdo associados ao fornecimento
prolongado (CAMPBELL et al., 2000).

O efeito terapéutico da suplementagcdo com biotina foi avaliado na
cicatrizacdo de Ulceras de sola em vacas leiteiras. Nesse estudo, observou-se que o
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fornecimento de 40 mg/dia de biotina durante 50 dias, ndo resultou em melhora na
qualidade da cicatrizacdo das Ulceras de sola em avaliacbes clinicas e
macroscopicas. Entretanto, as analises histologicas revelaram um significativo
aumento da qualidade do tecido corneo cicatricial, sobretudo nas camadas mais
profundas da epiderme. Sugerindo que a suplementacédo com biotina exerca efeito
positivo sobre a cicatrizacdo de Ulceras de sola, embora o periodo de 50 dias
mostre-se muito curto para permitir a identificacdo de alteragcbes macroscopicas na
gualidade do casco (LISCHER et al., 2002).

EFEITOS DA SUPLEMENTA(;AO DE BIOTINA NA PRODUQAO LEI TEIRA

Vérios estudos demonstraram que a suplementacdo com biotina promove
efeitos positivos sobre a producédo de vacas leiteiras, entretanto observou-se que
esse efeito positivo tem ocorrido principalmente em vacas de alta producéo
(ZIMMERLY & WEISS, 2001; BERGSTEN et al., 2003; MAJEE et al., 2003;
ROSENDO et al, 2004; ENJALBET et al., 2008). Outros estudos, porém,
demonstraram pouco ou nenhum efeito dessa vitamina na producdo leiteira
(ROSENDO et al., 2004; FERREIRA et al., 2007; GANJKHANLOU et al., 2007,
REYNOLDS et al, 2007). Uma meta-andlise demonstrou que a baixa
heterogeneidade dos resultados indica que a suplementacdo de biotina, realmente,
promove aumento da producdo leiteira em vacas (CHEN et al., 2011), porém o
mecanismo pelo qual esse aumento ocorre € desconhecido (FERREIRA et al.,
2007). Esse efeito positivo ocorre devido aos seguintes fatores: aumento da ingestéao
de MS devido a melhora na saude dos cascos, maior uso de nutrientes teciduais
para a producdo de leite, aumento da producdo de glicose e aumento da
fermentacao de celulose no rimen (ZIMMERLY & WEISS, 2001).

Sabe-se que o suprimento de glicose para a glandula mamaria é o
principal determinante da producdo de vacas leiteiras (REYNOLDS et al., 1994),
porém a concentracdo sanguinea de glicose em vacas suplementadas com biotina
tem apresentado resultados conflitantes. Encontrou-se um estudo demonstrando
que o fornecimento de biotina proporcionou aumento da concentracdo de glicose
sanguinea (ROSENDO et al., 2004), enquanto que em trés estudos observou-se que
a suplementacdo dessa vitamina ndo resultou em aumento de glicose sanguinea
(ZIMMERLY & WEISS, 2001; GANJKHANLOU et al., 2007; CHEN et al., 2012;).
Entretanto, ressalte-se que a concentracdo de glicose sanguinea ndo quantifica a
glicose produzida ou absorvida pela glandula mamaria para a sintese de leite, dessa
forma esse parametro ndo pode ser utilizado para justificar o aumento da producéo
leiteira em vacas suplementadas com biotina (ZIMMERLY & WEISS, 2001). Em um
estudo, avaliou-se a disponibilizacdo de glicose pelo figado em vacas leiteiras
suplementadas com 20 mg/dia de biotina durante duas semanas. Amostras
sanguineas foram colhidas diretamente de veias hepaticas e observou-se que a
suplementacdo dessa vitamina nédo influenciou a disponibilizacédo de glicose pelo
figado (REYNOLDS et al., 2007).

A biotina é cofator das enzimas PC e PCC, as quais sao essenciais para
a via da gliconeogénese (DAKSHINAMURTI & CHAUHAN, 1988). Dessa forma, se a
atividade dessas enzimas é€ limitada pela baixa concentracdo de biotina, a producdo
de glicose poderia ser aumentada diante de um maior fornecimento dessa vitamina
(ZIMMERLY & WEISS, 2001). Observou-se que a suplementacdo de biotina para
vacas em lactacdo aumentou a atividade hepatica da enzima PC, porém nao
aumentou a atividade da PCC, que é uma das enzimas envolvidas no metabolismo
do propionato, principal precursor de glicose em ruminantes (FERREIRA & WEISS,
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2007). O propionato € o precursor de aproximadamente 66% da glicose sintetizada
no figado de vacas no pico de lactacdo (REYNOLDS et al., 2003). Assim, diante da
importancia do propionato para a sintese de glicose em ruminantes, a PCC
possivelmente apresenta maior afinidade pela biotina, fato que explica a diferenca
entre os efeitos da suplementacao de biotina para PC e PCC. Diante disso, sugere-
se que o aumento da producao de leite em vacas suplementadas com biotina, pode
ser devido ao aumento da atividade das PC (FERREIRA & WEISS, 2007).

Vacas de alta producdo alimentadas com dieta com 50,3% de
concentrado e suplementadas com 0, 10 ou 20 mg de biotina por 14 dias pré-parto e
100 dias pos-parto, apresentaram aumento linear da producéo leiteira (36,9, 37,8 e
39,7 kg/dia de leite, respectivamente) (ZIMMERLY & WEISS, 2001). Em outro
experimento, vacas primiparas e multiparas alimentadas com dieta contendo 38%
de concentrado, receberam suplementacéo diaria de 0 ou 20 mg de botina por 15
dias pré-parto e 120 pdés-parto. Observou-se que vacas multiparas tratadas com
biotina apresentaram aumento de 4 kg/dia na producédo leiteira, durante as seis
primeiras semanas de lactacdo. No entanto, a partir da sétima e até a décima sétima
semana, a biotina ndo influenciou significativamente na producao leiteira. Segundo
0s autores, a digestdo ruminal e a sintese de biotina foi influenciada pela adaptacao
a dieta durante as primeiras semanas de lactacao, resultando em um forte efeito
positivo na producgéo leiteira. Entretanto, em razdo da quantidade relativamente
baixa de concentrado fornecido (38% da dieta), o fluxo de biotina proveniente do
rumen foi suficiente para suprir as necessidades das vacas do grupo controle ap6s o
pico de lactacédo, resultando em auséncia de diferenca significativa entre os grupos
apos a sétima semana de lactagdo (ENJALBERT et al., 2008). Esse resultado
sugere que, assim como ja observado em experimentos in vitro, a reducdo do pH
ruminal ocasiona diminui¢cdo na sintese de biotina pela microbiota do raimen (ABEL
et al., 2001).

A suplementacdo de biotina na dose de 0,96 mg/kg promoveu aumento
na producdo leiteira em vacas de alta producdo (acima de 40 kg/dia de leite), porém
nao ocasionou alteracées em vacas de baixa producdo (média de 24 kg/dia de leite)
(FERREIRA et al., 2007). Vacas de alta producdo possuem metabolismo acelerado,
dessa forma apresentem maior requerimento de biotina, beneficiando-se da
suplementacdo dessa vitamina (CHEN et al., 2011).

EFEITOS DA SUPLEMENTA(;AO DE BIOTINA EM PARAMETROS B 10QUIMICOS

A literatura mostra que a suplementacéo de biotina em vacas leiteiras em
inicio de lactacdo, exerce pouca ou nenhuma influéncia quanto aos parametros
bioquimicos que avaliam a intensidade do balanco energético negativo apés o parto
(ZIMMERLY & WEISS, 2001; MAJEE et al., 2003; GANJKHANLOU et al., 2007;
REYNOLDES et al., 2007; CHEN et al., 2012). Vacas suplementadas com 0, 10 ou
20 mg/dia de biotina por 14 dias pré-parto e 100 dias pds-parto, ndo apresentaram
diferencas significativas quanto a concentracado plasmatica de glicose, insulina ou
acidos graxos nao esterificados (AGNE) (ZIMMERLY & WEISS, 2001). Em outro
estudo, vacas em lactacdo receberam as mesmas doses de biotina citadas
anteriormente, entretanto durante um periodo de 28 dias. Semelhantemente,
observou-se que nao houve influéncia nas concentracdes plasmaticas de glicose e
insulina (GANJKHANLOU et al.,, 2007). A suplementagédo de vacas em lactacao
durante 70 dias com 0, 20 ou 40 mg/dia de biotina, ndo influenciou as concentracdes
plasmatica de glicose, triglicerideos e AGNE (CHEN et al., 2012). Da mesma forma,
vacas de alta producéo leiteira (acima de 40 kg/dia) receberam o0s seguintes
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tratamentos durante 28 dias: dieta controle, suplementacdo diaria de 20 mg de
biotina, mistura contendo todas as vitaminas do complexo B e a mesma mistura de
vitaminas do complexo B, porém em concentracbes dobradas. Nesse estudo,
observou-se que nenhum dos tratamentos influenciou as concentra¢des plasmaticas
de glicose, AGNE e beta-hidroxibutirato (MAJEE et al., 2003).

Em apenas um estudo foi observado influéncia da suplementagdo com
biotina quanto a concentracdo plasmatica de glicose e AGNE. Nesse, vacas que
receberam 20 mg/dia de biotina por 16 dias pré-parto e, em seguida, 30 mg/dia
durante 70 dias pds-parto, apresentaram aumento da concentracdo plasmatica de
glicose. Os autores desse estudo atribuiram esse resultado ao aumento da
gliconeogénese e ao possivel aumento da producdo de proprionato no rumen.
Nesse mesmo estudo, vacas que receberam biotina apresentaram menor
concentracdo plasmatica de AGNE, em relacdo a vacas que nao receberam.
Possivelmente, a reducao na concentracdo dos AGNE ocorreu em razéo da inibigao
da lipdlise, diante da maior concentracdo plasmatica de glicose. Ainda, realizou-se
biépsias hepaticas das vacas suplementadas e ndo suplementadas, a fim de avaliar-
se a concentracdo de lipideos totais e triacilglicerol no figado. Observou-se que
vacas suplementadas apresentaram tendéncia a uma redugdo mais rapida da
concentracéao total de lipideos e triacilglicerol no figado. De forma que nos dias 16 e
30 pos-parto, vacas suplementadas apresentaram, respectivamente, 17% e 13%
menos lipideos totais no figado e, respectivamente, 24% e 37%, menos triacilglicerol
hepético do que vacas ndo suplementadas. Segundo os autores, a reducdo da
concentracéo de lipideos e triacilglicerol no figado de vacas que receberam biotina,
pode ter ocorrido como resultado da reducédo da concentragéo plasmatica de AGNE.
Portanto, a suplementacdo de biotina pode ocasionar algum efeito metabdlico
positivo, sobretudo na reducdo de lipideos no figado em vacas que passam pelo
balanco energético negativo (ROSENDO et al., 2004).

CONSIDERACOES FINAIS

A biotina € uma vitamina fundamental para a saude dos mamiferos, pois
atua como cofator de varias enzimas envolvidas na gliconeogénese, na sintese e
degradacdo de &cidos graxos, na sintese de proteinas e na degradacdo de
aminoacidos. Atualmente, muito se sabe sobre as fontes de biotina, seus
mecanismos de absorcédo e sua funcdo na atividade enzimaticas das carboxilases.
Entretanto, as pesquisas sobre a importancia dessa vitamina na expressao génica e
na resposta celular a danos ao DNA, ainda séo recentes e ha poucas informacdes
sobre o assunto.

Nos ruminantes, a biotina apresenta grande importancia para a saude e
qualidade do tecido corneo do casco, de forma que o suprimento adequado esta
associado a reducédo na ocorréncia de afeccdes podais. Além disso, o consumo de
dietas ricas em concentrado promove reducdo da sintese dessa vitamina pela
microbiota ruminal, fato que pode estar associado a maior ocorréncia de doencas
digitais em vacas de alta producéo leiteira, pois estas ingerem altas quantidades de
concentrado e possuem metabolismo acelerado, demandando maior aporte de
biotina. A suplementacdo de biotina para bovinos promove efeitos positivos no
casco, resultando em um tecido corneo de melhor qualidade e reducdo da incidéncia
de doencas podais. Os beneficios da biotina para a qualidade do casco estdo
relacionados a maior producéo de lipideos, que compdem a SCI e a maior producao
de queratina. Entretanto, os mecanismos envolvidos nesses processos ainda nao
foram totalmente esclarecidos.
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A suplementacdo de biotina também exerce efeito positivo sobre a
produtividade leiteira, sobretudo em vacas de alta producéo, pois necessitam de
altas concentracdes de biotina no figado para a realizacao da gliconeogénese, a fim
de garantir suprimento adequado de energia para a expressao do seu potencial
genético. Diante disso, a suplementacao de biotina para bovinos, em especial, vacas
leiteiras de alta producdo € um manejo nutricional que deve ser considerado pelos
produtores e médicos veterinarios, visando reduzir gastos com tratamentos de
doencas digitais e aumentar a producao leiteira.

Apesar da importancia para a saude dos bovinos, ndo ha uma
recomendacdo definitiva sobre a quantidade diaria de biotina que deve ser ingerida
por essa espécie. Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos
visando estabelecer as necessidades diarias de biotina em bovinos, sobretudo em
vacas leiteiras de alta producdo. Além disso, € necessario esclarecer o0s
mecanismos envolvidos na melhora da qualidade do casco e no aumento da
producao leiteira em bovinos suplementados com essa vitamina, visando identificar
as vias metabdlicas pelas quais essa vitamina promove esses beneficios.
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