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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da suplementacéo de butafosfan e cianocobalamina (BTPC) sobre os
metabdlitos plasmaticos e a producado de leite em vacas leiteiras no pos-parto. Um total de 52 vacas holandesas foi ale-
atoriamente designado para receber: (1) 10 ml de solucéo salina (NaCl 0,9%, grupo controle), (2) 1000 mg de butafos-
fano e 0,5 mg de cianocobalamina (grupo BTPC1); e (3) 2000 mg de butafosfano e 1,0 mg de cianocobalamina (grupo
BTPC2). Todas as vacas receberam injecées a cada 5 dias desde o parto até 20 dias em lactacdo (DEL). Amostras de san-
gue foram coletadas a cada 15 dias do parto até 75 DEL para determinar a concentracao sérica de glicose, acidos graxos
ndo-esterificados (NEFA), b-hidroxibutirato (BHB), colesterol, ureia, célcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), aspartato de
aminotranstferase (AST) e g-glutamiltransferase (GGT). O escore de condicao corporal (ECC) e a producdo de leite foram
avaliados a partir do parto até os 90 DEL. Doses crescentes de BTPC causaram uma reducdo linear nas concentragoes
plasmaéticas de NEFA e colesterol. A suplementacao de BTPC também reduziu as concentracées de BHB, mas nao diferiu
entre as duas doses de tratamento. A producdo de leite e proteina do leite teve um aumento linear com o aumento das
doses de BTPC. Um efeito quadréatico foi detectado para a gordura do leite e sélidos totais do leite de acordo com a dose
do tratamento, e o BTPCT teve os menores valores médios. Concentracoes de glicose, ureia, B Mg, AST, GGT, lactose

do leite e BCS ndo foram afetadas pelo tratamento. Estes resultados indicam que as injecées de BTPC durante o periodo
inicial pés-parto podem reduzir as concentragdes de NEFA e BHB e aumentar a produgao de leite em vacas holandesas.
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Implicacoes

Este estudo apresenta uma nova estratégia me-
tafilatica destinada a reduzir a intensidade do balanco
energético negativo (BEN) em vacas leiteiras no pds-parto.
Diferentemente de estudos anteriores, o atual protocolo
consiste em cinco aplicacdes de cianocobalamina e buta-
fosfano com intervalo de 5 dias durante os primeiros 20
dias em lactacdo (DEL), periodo de maior desafio metabo-
lico para vacas leiteiras. Os resultados deste experimento
indicam que este protocolo pode melhorar a adaptacao
metabdlica no periodo pés-parto precoce, reduzindo a
mobilizacdo do tecido adiposo e aumentando a producao
de leite.

Introducao

A transicdo da gestacdo para a lactacao é conside-
rada um periodo critico para vacas leiteiras de alta pro-
ducao (Goff e Horst, 1997). O periodo de transicdo é um
evento homeorrético importante, no qual varias modifica-
¢oes fisioldgicas ocorrem de maneira coordenada para dar
suporte a producado de leite pos-parto (Drackley, 1999).
Durante este periodo, 0 aumento no consumo de matéria
seca (CMS) nao é capaz de atender a crescente demanda
energética por manutencao e producao (Vazquez-Anon

et al., 1994), levando a um estado de balanco energético
negativo (BEN) e a ativacao de vias catabdlicas. Como
consequéncia, ha umaumento da lipdlise no inicio da
lactacdo, ou seja, um aumento na concentracao plasmati-
ca de &cidos graxos nao esterificados (AGNE; Adewuyi et
al., 2005). Concentracoes plasmaticas elevadas de AGNE
podem exceder a capacidade de oxidacdo mitocondrial no
figado, resultando na formacao de corpos cetonicos, como
b-hidroxibutirato (BHB), acetoacetato e acetona (Drackley
et al., 2001). Tanto osAGNE quanto o BHB podem ser usa-
dos como marcadores para indicar a intensidade do BEN
durante o periodo periparto (Chung et al., 2008).

A maioria dos disturbios metabolicos ocorre no pés-
-parto (Drackley, 1999), diminuindo a producao de leite,
prejudicando o desempenho reprodutivo e aumentando o
risco de abate (Huzzey et al., 2007). Varias estratégias tém
sido tentadas para reduzir os efeitos do BEN, incluindo
suplementacdo com glicerol (DeFrain et al., 2004), acido
nicotinico (Pires et al., 2007), acido cis-linoleico (Mosley
et al., 2007), gordura (Moallem et al., 2007), metionina
(Preynat et al., 2009), colina (Chung et al., 2009), carnitina
(Carlson et al., 2007) e monensina (Duffield et al., 2008).
No geral, os tratamentos atuais tiveram sucesso limitado e
mais pesquisas sao necessarias. Uma alternativa em poten-
cial é o uso de injecdes de butafosfan e cianocobalamina



(BTPC; vitamina B12) apds o parto, que mostraram efeitos
positivos até agora (Furll et al., 2010; Rollin et al., 2010).

A cianocobalamina é a forma sintética da vita-
mina B12. A metilmalonil-CoAmutase, uma enzima
mitocondrial, envolvida na conversdo de propionato em
succinil-CoA, é um importante substrato gluconeogénico
dependente de vitamina B12 (Kennedy et al., 1990). Um
suprimento inadequado de vitamina B12, especialmente
no inicio da lactacao, poderia levar a diminuicdo da funcao
da metilmalonil-CoAmutase e impedir a producdo de ener-
gia a partir do propionato, levando a cetogénese aumen-
tada no animal.

O butafosfan é um composto usado como fonte
organica de fésforo para suplementacéo animal. No gado
leiteiro, o conteudo de fésforo no tecido hepatico é dimi-
nuido no inicio da lactacdo (Grunberg et al., 2009). O fos-
foro desempenha um papel importante no metabolismo
dos carboidratos hepaticos, pois varios intermediarios na
via gliconeogénica devem ser fosforilados. Assim, as taxas
de gliconeogénese e glicodlise sdo reguladas pela disponibi-
lidade de fésforo (Berg et al., 2006). Além disso, o fosforo
é um componente importante dos acidos nucléicos, ATP e
AMP (Cunningham, 2002), e também esta implicado no
metabolismo energético.

Recentemente, um estudo mostrou que vacas
tratadas com BTPC ao parto e 1 dia depois tiveram menor
incidéncia de cetose (Rollin et al., 2010). Outro estudo
também demonstrou que o BTPC melhorou o estado ener-
gético de vacas leiteiras durante o periodo periparto com
base na concentracdo de glicose, AGNE, BHB e colesterol
(Furll et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi testar o efeito de BTPC
sobre as concentracdes plasmaticas de metabdlitos e
sobre a producao de leite em vacas leiteiras no pés-parto.
Nossos resultados indicam que a suplementacao de BTPC
durante os primeiros 20 dias pés-parto reduziu a gravida-
de do BEN e aumentou a producao de leite de maneira
dose-dependente.

Material e Métodos

Bem estar animal

O Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas aprovou todos os procedi-
mentos realizados neste experimento.

Animais, protocolo experimental e tratamentos

Para este estudo, foram utilizadas 52 vacas ho-
landesas multiparas mantidas sob manejo de semiconfi-
namento (alimentados com concentrado e a pasto) em
um rebanho leiteiro comercial no sul do Brasil (328.160S,
528.320E). Vacas que pariram entre dezembro de 2008 e
maio de 2009 foram incluidas no estudo. As vacas foram
ordenhadas duas vezes ao dia e receberam suplementa-
cao concentrada apoés cada ordenha. O concentrado foi
formulado para atender as necessidades nutricionais (Na-
tional Research Council — NRC; 2001) de vacas holandesas
pos-parto, composto por 35% de casca de soja, 30% de
sorgo, 17% de farelo de arroz, 13% de farelo de soja, 4%
de sal mineralizado e 0,5% de ureia. Entre as ordenhas,

as vacas tiveram acesso ad libitum a dgua e foram man-
tidas sob pastejo de Sorghum bicolor L. Moench e Lotus
corniculatus. Imediatamente ap6s o parto, as vacas foram
distribuidas aleatoriamente em um dos trés grupos: (1)
Grupo Controle (n = 16), que recebeu 10 ml de solucdo
salina (IM;NaCl 0,9%), a cada 5 dias do parto aos 20 dias
em lactacdo (DEL); (2) 1000 mg de butafosfan e 0,5 mg de
cianocobalamina (IM, 10 ml de Catosal® B12, Bayer Health
Care, Sao Paulo, Brasil; Grupo BTPC1, n = 18) e (3) 2000
mg de butafosfan e 1,0 mg de cianocobalamina (grupo
BTPC2, n = 18). Ambos os grupos BTPC1 e BTPC2 recebe-
ram injecoes IM de BTPC a cada 5 dias, desde o parto até
20 DEL.

Escore de condicao corporal (ECC) e amostragem
de sangue

No inicio (0 DEL) e no final do experimento (75
DEL), o ECC foi determinado pelo mesmo técnico, com
base em uma escala de 5 pontos, onde o obeso é igual
a 5 (Wildman et al., 1982). Amostras de sangue foram
coletadas da veia jugular a cada 15 dias do parto até 75
DEL. As amostras foram coletadas em dois tubos vacutai-
nerheparinizados de 10 ml (Vacutainer Systems; Becton-
-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), com EDTA ou 15mg
de NaF e 12mg de oxalato de potdassio. As amostras de
sangue foram imediatamente centrifugadas (1500 x g por
15 min). O plasma dos tubos contendo EDTA foi congela-
do a —80°C para analise de nitrogénio de ureia no sangue,
AGNE e BHB. Plasma de tubos contendo NaF foi congela-
do a -20°C para teste de glicose.

Analise bioquimica

As concentracdes de glicose, ureia, calcio (Ca),
fésforo (P), magnésio (Mg), g-glutamiltransferase (GGT),
aspartato de aminotransferase (AST) e colesterol, foram
analisadas por ensaio enzimatico colorimétrico quanti-
ficado por espectrofotémetro (FEMTO 700 Plus, Femto
Ind. E Com. De Instrumentos Ltda., Sao Paulo, Brasil). Os
reagentes foram manuseados de acordo com as instrucdes
do fabricante (Labtest R, Lagoa Santa, Brasil). O AGNE e o
BHB foram analisados por um kit comercial (Wako NEFA-
-HR, WakoChemicals USA R, Richmond, EUA e Randox R,
RandoxLaboratories E.U.A. R, Oceanside, CA, EUA, respec-
tivamente), segundo Ballou et al. (2009). Os coeficientes
de variacao foram inferiores a 10% para todos 0s ensaios.

Producdo e composicao de leite

A producao de leite foi avaliada diariamente (ALPRO
R Janelas, Delaval, Kansas City, MO, EUA) de 2 a 12 sema-
nas apds o parto, e médias semanais foram geradas para
andlise estatistica. Amostras compostas de leite foram
coletadas a cada 15 dias, de 15 a 75 DEL, para determinar
concentracdes de gordura, lactose e proteina por espec-
trofotometria IV (Bentley 20000, Bentleylnstruments Inc.,
Chaska, MN, EUA), e calculo dos sélidos totais.



Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o procedimento
MIXED do SAS. Todas as variaveis independentes foram
analisadas como medidas repetidas e as vacas dentro de
cada tratamento foram consideradas como um efeito ale-
atorio. Os modelos incluiram tratamento, vaca dentro do
tratamento, tempo e interacao entre tratamento e tempo.
Covariaveis adicionais como numero de partos, més de
parto e BCS no parto foram incluidas quando P> 0,10. Os
efeitos da suplementacao (controle vs. BTPC1 + BTPC2) e
efeitos da dose (BTPC1 vs. BTPC2) foram analisados por
contrastes ortogonais. Relacdes lineares e quadraticas en-
tre tratamentos e varidveis independentes foram avaliadas
por contrastes polinomiais ortogonais.

Resultados

A concentracdo de AGNE foi maior (P = 0.0008) no
grupo Controle em comparagao com os grupos tratados e
teve uma diminuicao linear (P = 0.0002) com o aumento
da concentracdo de BTPC administrada. Os niveis de AGNE
aumentaram na 2% semana e permaneceram elevados
até a 62 semana no grupo BTPC1 e Controle (Figura 1A).
A concentracao de BHB foi apenas maior (P = 0.03) no
grupo Controle em comparagao com os grupos tratados,
sem efeitos de dose. O pico de concentracdo de BHB (P
<0,001) foi na 22 semana poés-parto e reduziu gradual-
mente até 8 semanas pos-parto (Figura 1B). O colesterol
também diminuiu (P< 0,001) a medida que a dose admi-
nistrada aumentou. Os grupos BTPC1 e Controle tiveram
um aumento gradual do colesterol de 1 a 8 semanas apos
o parto (Figura 1). As concentracdes de glicose, ureia, P,
Mg, AST e GGT nao foram diferentes entre os grupos (P>
0,05).

A producdo de leite também foi linearmente afeta-
da pelo tratamento (P = 0,006), sendo maior (P = 0,005)
para os grupos tratados em comparacdo com o grupo
controle (Tabela 1). A producao de leite atingiu o pico (P
<0,001) na 6° semana pds-parto e diminuiu gradualmente
nas semanas subsequentes (Figura 2). Em relacdo a com-
posicao do leite, foi observado um aumento linear no teor
de proteina (P = 0,003). Para o teor de gordura e sélidos
totais, foi observado um efeito quadréatico da suplemen-
tacdo (P = 0,04 e P = 0,03; respectivamente). O teor de
lactose nado diferiu entre os tratamentos. O BCS das vacas
variou de 2,0 a 3,5, mas nao diferiu significativamente
entre grupos (P =0,71).

Butafosfan e cianocobalamina no gado leiteiro
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Figura 1 Concentracao plasmatica de 4cidos graxos ndo esterificados
(AGNE) (a) b-hidroxibutirato (BHB) (b) e colesterol (c) de vacas tratadas
com placebo (Grupo Controle; n=16), 10ml de butafosfan e cianocobala-
mina (Grupo BTPC1; n = 18) ou 20 ml de butafosfano e cianocobalamina
(grupo BTPC2; n=18) aos 0, 5, 10, 15 e 20 dias em lactacdo. Sobrescri-
tos diferentes indicam diferencas em P< 0,05 entre os grupos.



Tabela 1 Metabolitos plasmaticos, producdo e composicao de leite de vacas leiteiras no pos-parto tratadas com placebo

(grupo controle, n = 16), com butafosfan+cianocobalamina (grupo BTPC1, n = 18, grupo BTPC2, n = 18).

Tratamento® Contrastes
Polinomial¢ Ortogonal
Efeito da
Parametros Controle BTPC-1 BTPC-2 L Q  suplementacdo  Efeito da dose
Perfil bioquimico
AGNE (mmol/l) 1,4 +0,07 1,1+0,07 0,9+0,08  0,0002 0,88 <0,0001 0,0005
BHB (mmol/l) 0,3+0,02 0,2+0,02 0,2+0,02 0,22 0,02 0,02 0,16
Colesterol (mg/dI) 1453 +589 1351+534  948+595 <0,001 0,01 <0,001 < 0,001
AST (U/l) 33,8+4,76  42,2+4,70  31,5+4,60 0,73 0,09 0,59 0,10
GGT (U/) 39,4 +5,42 50,0+5,26 40,9+5,12 0,73 0,09 0,35 0,21
Ca (mg/dl) 9,6+0,12 9,5+0,12 9,2+0,12 0,05 0,52 0,17 0,12
Mg (mg/dl) 2,0+0,76 2,1+0,75 3,3+0,73 0,22 0,52 0,47 0,24
P (mg/dl) 53+0,16 5,5+0,16 5,4+0,15 0,78 0,40 0,51 0,54
Glicose (mg/dl) 546 +0,87  557+0,85  557+0,83 032 059 0,26 0,97
Ureia (mg/dl) 32,0+£1,09  32,4+1,07  30,3%1,03 0,27 0,35 0,64 0,17
Producdo e composicdo do leite

Producdo de leite (kg) 239+0,52 2534054  259+046 0,006 0,48 0,005 0,41
Gordura 1,9+0,25 1,4+0,26 2,1+0,27 0,64 0,04 0,53 0,04
Lactose 4,6 +0,03 4,6+0,03 4,5+0,03 0,10 0,23 0,40 0,06
Proteina 2,8 +0,02 2,9+0,02 3,0+0,02 0,003 0,73 0,01 0,08
Sélidos totais 10,3 + 0,26 9,7+0,26 10,5+0,27 0,56 0,03 0,55 0,03

AGNE = acidos graxos nao esterificados; BHB = b-hidroxibutirato; AST = aspartato de aminotransferase; GGT = g-glutamiltransferase; Ca = célcio; Mg

= magnésio; P = fésforo; DEL = dias em lactacao.

2Concentracao plasmatica de AGNE, BHB, colesterol, AST, GGT, Ca, Mg, P, glicose, ureia, producdo e composicao do leite (gordura, lactose, proteina e

solidos totais) a cada 15 dias do parto até 75 DEL.

®QOs tratamentos consistiram em cinco injecdes administradas nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 apds o parto. Controle = solucao salina (n = 16); BTPC1 = 1000
mg de butafosfan e 0,5 mg de cianocobalamina (n = 18); BTPC2 = 2000 mg de butafosfan e 1,0 mg de cianocobalamina (n = 18).

<L = efeito linear do tratamento; Q = efeito quadratico do tratamento.

dEfeito de suplementacdo: Controle vs. BTPC; efeito da dose: BTPC1 vs. BTPC2.
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Figura 2 Producéo de leite (kg) da semana 2 a 12 do pds-parto de vacas
tratadas com placebo (Grupo Controle; n = 16), 10 ml de butafosfan e

cianocobalamina (Grupo BTPC1; n = 18) ou 20 ml de butafosfan e ciano-
cobalamina (Grupo BTPC2; n=18)ao 0, 5, 10, 15 e 20 dias em lactacao.

Sobrescritos diferentes indicam diferencas em P< 0,05 entre os grupos.

Discussao

A terapia metafilatica utilizada neste estudo, com-
posta por cinco injecoes de BTPC, reduziu a intensidade do
BEN durante o periodo de transicdo, como indicado pelas
menores concentracoes plasmaticas de AGNE e BHB, e
aumentou a producao de leite em vacas tratadas. Embo-
ra varios estudos tenham mostrado o efeito positivo do
butafosfan na reducdo da intensidade do BEN em vacas
leiteiras de alta producdo durante o periodo de transicao
(Furll et al., 2010; Rollin et al., 2010), seu modo de acao
ainda ndo esta claro. O que se sabe sobre a farmacociné-
tica desta molécula é que ela é rapidamente eliminada do
organismo apoés a administragao intravenosa, com uma
meia-vida de 116 min em vacas leiteiras (EMEA, 2000).

Alguns estudos indicaram (Furll et al., 2010; Rollin
et al., 2010) que a injecao de butafosfan (2 a 8 g/ vaca) e
cianocobalamina (1 a 4mg / vaca) em vacas leiteiras pode
reduzir a intensidade do BEN em uma forma dependente



da dose com pelo menos trés injecoes de 2 g de buta-
fosfano e 1 mg de cianocobalamina. Nossos resultados
indicam que o uso de 1 g de butafosfan/vaca, ou seja,
metade da dose minima utilizada em outros estudos,
ainda é capaz de induzir efeitos positivos sobre o BEN e a
producao de leite.

Durante o periodo periparto de vacas leiteiras, ha
um aumento na concentracao sérica de AGNE (Drackley,
1999; Douglas et al., 2004), que leva ao acimulo de
triacilglicerol (TAG) hepatico e é prejudicial a producao
de leite e ao desempenho reprodutivo (Grummer, 1993).
A reducéao linear e dose-dependente na concentracdo de
AGNE em vacas tratadas com BTPC pode ser atribuida
a capacidade dobutafosfan em melhorar a sintese de
ATP (Deniz et al., 2008). Além disso, a cianocobalamina,
atuando como cofator enzimatico da enzima metilmalo-
nil-CoAmutase, também pode contribuir para a reducao
do AGNE circulante (Kennedy et al., 1990). A cianocobala-
mina é uma vitamina B envolvida na sintese de metionina,
um doador de metil para colina e carnitina. Estas duas
substancias participam no metabolismo e transporte de
gordura no corpo (Rollin et al., 2010). Recentemente, um
estudo mostrou que a suplementacao de vacas leiteiras
com acido fdlico e vitamina B aumentou a disponibilidade
de glicose e reduziu o acimulo de lipidios hepaticos du-
rante o periodo de transicao (Preynat et al., 2009).

Como dito anteriormente, as concentracdes de
AGNE e BHB foram reduzidas linearmente em vacas tra-
tadas com BTPC. Isso indica que o protocolo atual pode
ajudar a controlar a incidéncia de cetose subclinica. Esta
de acordo com os relatados por Lohr et al. (2006), que
detectaram concentra¢des reduzidas de BHB em vacas que
ja desenvolveram cetose secundaria e foram tratadas com
BTPC. Além disso, a administracao de 2,5 mg de butafos-
fan e 1,0 mg de cianocobalamina, no dia do parto e um
dia depois, reduziu a incidéncia de cetose subclinica na
primeira semana pos-parto em vacas multiparas (Rollin et
al., 2010).

O presente estudo demonstrou o efeito do BTPC no
metabolismo lipidico e na capacidade do figado para me-
tabolizar AGNE e reduzir a formacédo de BHB. A reducao
na concentracao de colesterol foi dose dependente para
vacas tratadas com BTPC e segue a mesma tendéncia, pos-
sivelmente porque o colesterol pode ser transportado com
TAG na corrente sanguinea, e porque a secrecao hepatica
de lipoproteinas esta associada a conversao de NEFA em
TAG. Assim, altas concentracdes de AGNE aumentam
a secrecao de lipoproteinas e, consequentemente, de
colesterol circulante (Grummer, 1993). O presente estudo
demonstrou que a dose de 2000mg de butafosfan e Tmg
de cianocobalamina pode manter a concentracdo sérica de
colesterol estavel durante o periodo pdés-parto precoce.

Vacas tratadas com BTPC tiveram um aumento
linear na producao de leite. Esse resultado pode ser devido
a reducao detectada na intensidade do BEN que, por
sua vez, pode estar associada a um aumento do CMS e,
consequentemente, ao aumento da producao de leite.
Durante o BEN intenso, quando concentracdes séricas
elevadas de AGNE sdo detectadas, uma liberacdo excessiva
de citocinas pode ocorrer e inibir a producado de leite e

CMS (Allen et al., 2005). Assim, mais estudos sdo neces-
sarios para indicar se o BTPC pode aumentar o CMS ou se
eles tém um efeito direto na producéo de leite.

Em resumo, os resultados deste estudo indicam que
a administracdo metafilatica de BTPC ap6s o parto aumen-
tou a producao de leite e reduziu a intensidade de BEN em
vacas Holandesas, reduzindo as concentracoes plasmaticas
de AGNE e BHB.
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