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Resumo

PEREIRA, Rubens Alves. Efeitos da administracdo de Butafosfan e
Cianocobalamina apés o parto, sobre parametros metabdlicos e produtivos de
vacas leiteiras. 2010. 33f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pés-Graduacao
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da administracdo de Butafosfan e
Cianocobalamina sobre os parametros do metabolismo energético, protéico,
enzimatico, mineral, produgdo e composicdo do leite de vacas leiteiras durante o
periodo poés-parto. Foram utilizados no experimento 52 vacas da raca Holandés,
avaliadas do parto até 150 dias de lactacdo. Estas vacas foram divididas em 3
grupos experimentais: o BC10 (n=18), que recebeu 5 doses de 10mL de solucao
aguosa de Butafosfan+Cianocobalamina; o BC20 (n=18), que recebeu 5 doses de
20mL de solucdo aquosa de Butafosfan+Cianocobalamina; e o grupo controle (GC
n=16), que recebeu 5 doses de 10mL de solucédo fisiologica (NaCl 0,9%). Foram
realizadas administracdes logo ap6s o parto, com intervalo de 5 dias, por via
intramuscular. Foi coletado sangue a cada 15 dias a partir do terceiro dia pés-parto
para a determinacdo dos niveis de glicose, acidos graxos nao esterificados (NEFA),
B-hidroxibutirato (BHBA), uréia, calcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), aspartato
aminotransferase (AST) e gama-glutamiltransferase (GGT). Foi coletada urina a
cada 15 dias a partir do terceiro dia pés-parto para a determinacdo de corpos
cetbnicos (CC). Avaliou-se o escore de condicdo corporal (ECC) e producéo leiteira.
Todos os grupos diferiram entre si quanto aos niveis de NEFA, sendo maiores no
GC. Os grupos BC10 e BC20 diferiram entre si, sendo superiores no BC10. Os
niveis de BHBA foram maiores no GC em relacdo ao BC10 e BC20, os quais nao
diferiram entre si. Quanto as avaliagdes zootécnicas, os grupos BC10 e BC20
apresentaram uma producdo leiteira maior que o GC, porém nao diferiram entre si.
As concentracdes dos componentes do leite ndo foram alteradas até 150 dias da
lactacdo. Estes resultados demonstraram que a solucdo de Butafosfan e
Cianocobalamina, administradas em vacas leiteiras ap0s o parto, reduz o balanco
energético negativo e aumenta a producéao de leite, sem sobrecarregas o figado.

Palavras chave: butafosfan, cianocobalamina, vacas leiteiras, perfil metabdlico.



Abstract

PEREIRA, Rubens Alves. Effects of administration of Butafosfan and
Cyanocobalamin postpartum on metabolic parameters and production of dairy
cows. 2010. 33f. Dissertation (Master). Programa de Poés-Graduacdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aim of this study was to determine the effects of intramuscular injection of

Butaphosphan and Cyanocobalamin on the parameters of energy metabolism,
protein, enzyme, mineral and livestock of dairy cows in the postpartum period. We
used 52 animals of the Holstein breed. The experimental period ranged from birth to
150 days of lactation. These cows were divided into 3 groups: BC10 (n=18), who
received 5 doses of 10mL of solution of Butaphosphan+Cyanocobalamin, BC20
(n=18), who received 5 doses of 20mL of Butaphosphan+Cyanocobalamin; and CG
(n=16), used as a control group received 5 doses of 10mL of saline (NaCl 0.9%).
Administrations were performed with an interval of 5 days, intramuscularly, and blood
samples every 5 days. Evaluations were performed on body condition score (BCS)
and productive performance during the postpartum period and measurements of
metabolic parameters such as blood glucose, nonesterified fatty acid (NEFA), urea,
calcium (Ca), phosphorus (P), magnesium (Mg), aspartate aminotransferase (AST),
gamma-glutamyltransferase (GGT) and ketone (CC) in urine. The measurements of
blood glucose were not changed during the study period. The blood levels of NEFA
were higher (P<0.05) for the GC compared to BC10 and BC20, which also differed
(P<0.05). Urea levels did not differ between groups (P>0.05). There were no
differences (P>0.05) in the metabolites Ca, P, Ca: P, Mg and CC in the urine. The
same finding was common to liver enzymes, AST and GGT. The animals in groups
BC10 and BC20 had a milk production higher than the GC (P<0.05), but did not differ
(P>0.05). The analysis of milk components were similar (P>0.05) between groups.
These results demonstrated that the use of Butaphosphan and Cyanocobalamin in
dairy cows during the postpartum period, is effective in alleviating the negative
energy balance and improving the productive performance, without causing liver
overload.

Key words: butaphosphan, cyanocobalamin, dairy cows, metabolic profile.
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1. Introducéo Geral

O periodo de transicdo, compreendido entre as trés ultimas semanas
de gestacdo e as trés primeiras de lactacdo (GRUMMER, 1995), é tido como
critico para vacas leiteiras de alta producéo, pois € caracterizado pelo balanco
energético negativo (BEN) (SCHEIA et al., 2005). Nesta fase, a ingestdo de
nutrientes costuma ser insuficiente para prover as demandas energéticas de
mantenca e producdo (GOFF & HORST, 1997; GARRETT, 2003). A
necessidade nutricional diaria aumenta em 30% no final da gestacdo e em
torno de 75% no inicio da lactacdo, podendo este déficit energético, persistir
por 10 a 12 semanas (GONZALEZ & SILVA, 2006). Nestas condicbes, rotas
catabdlicas sdo acionadas para suprir o desequilibrio energético, aumentando
os riscos de doencas metabolicas (MANDEBVU et al., 2003).

Estas mudancas fisiologicas afetam negativamente a salude e o
desempenho produtivo das vacas, sendo marcadas por transformacdes no
perfil metabdlico, enddcrino e lactogénico. Tais alteracbes ocorrem
gradualmente nos tecidos hepatico, adiposo e muscular esquelético, além de
influenciarem as secrecdes e a¢des de muitos hormdnios, envolvidos no parto
e lactacdo. As alteracbes do estado fisioldgico no periodo seco ocorrem com
intuito de preparar o animal para o parto e o subseglente processo de
lactogénese (DRACKLEY, 1999).

Além destas mudancas metabdlicas e fisiolégicas repentinas,
principalmente em vacas de alta producéo, o periodo pés-parto € marcado pelo
alto risco de doencas metabdlicas, influenciadas direta e indiretamente pelas
mudancas no metabolismo do pré-parto (GROHN et al.,, 1989). Entre as
doencas diretamente ligadas, estdo a lipidose hepética, a cetose e a
hipocalcemia. As doengas interligadas indiretamente incluem mastite clinica,
metrite, deslocamento do abomaso, e disturbios digestivos (INGVARTSEN,
2006; MULLIGAN et al., 2006).

Na tentativa de compensar o BEN do periodo, as reservas corporais
sdo mobilizadas, reduzindo a condicdo corporal e elevando o0s niveis

sanguineos de acidos graxos nao-esterificados (NEFA) oriundos da hidrolise
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dos triglicerideos pela acdo da lipase sensivel a horménio (CHILLIARD et al.,
1983; CALDEIRA, 2005). Em excesso, 0 NEFA excede a capacidade hepatica
de B-oxidacédo resultando na formacéo de corpos cetdnicos (CC), os quais séo
representados pelo [B-hidroxibutirato (BHBA), acetoacetato e acetona
(CHURCH, 1993; DRACKLEY et al.,, 2001). Estes compostos, quando em
niveis elevados na circulacdo, causam transtornos metabdlicos e disturbios
cerebrais (FLEMING, 1993; GONZALEZ & CAMPOS, 2003; GULAY et al.
2004), além de prejudicarem a eficiéncia reprodutiva por coincidirem com o
periodo em que deve ocorrer o retorno a ciclicidade, e consequentemente
aumentando o intervalo parto concepg¢éo (BAUMAN et al. 1993).

Altos niveis de CC nos fluidos corporais caracterizam a cetose, um
distarbio metabdlico que pode apresentar-se na forma subclinica (prevaléncia
acima de 34%), sem manifestacdes clinicas da doenca (MILLS et al., 1986;
DUFFIELD et al., 1997), ou na forma clinica (1,5 a 2%), observando-se odor
cetbnico na respiracao, no leite e na urina, perda de apetite, baixa producédo e
perda de condicdo corporal (FLEMING, 1993; RADOSTITS et al., 2000;
INGVARTSEN, 2006). Esta doenca acomete também ovinos, sendo conhecida
como toxemia da prenhez ou mal da gestacéo, pois ocorre no final desta,
geralmente associada a gestacfes gemelares. E diagnosticada por dosagens
sanguineas de glicose e NEFA, e pela deteccdo de CC no leite e sangue
(GONZALEZ & CAMPOS, 2003).

Todos estes disturbios metabdlicos causados pelo BEN geram graves
prejuizos produtivos e consequentemente econdmicos aos sistemas pecuarios,
por isso € tdo importante uma dieta adequada ou o uso de substancias que
auxiliem a obtencéo de energia (GRUMMER, 1993; LOPEZ et al. 2004).

O figado exerce multiplas e importantes funcbes nos processos
fisiologicos, desempenhando importante papel na formacdo de compostos e
desintoxicacdo do organismo (BACILA, 2003). Assim, 0s niveis seéricos das
enzimas aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamiltransferase (GGT),
acabam sendo importantes indicativos da intensidade da atividade hepatica e
dos graus de lesao tecidual do figado (RICO et al., 1977).

A medicina veterinaria dispde de eficientes ferramentas de avaliacdo

da condi¢cdo metabdlica dos animais, onde marcadores bioquimicos indicam a
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condicdo energética, enzimética e protéica do organismo (VAN SAUN, 2000;
CALDEIRA, 2005; GONZALEZ & SILVA, 2006).

A exigéncia de minerais pelo animal depende diretamente de alguns
fatores ambientais e caracteristicas como taxa de crescimento, raca, idade,
produtividade, sexo, alimentacdo entre outros. Deficiéncias de pequena
intensidade geram grandes prejuizos, pois de maneira ndo aparente afetam o
metabolismo animal, diminuindo os indices de producdo (MCDOWELL, 1999).

O fosforo desempenha um papel importante, pois esta envolvido no
crescimento e diferenciacao celular, na composicéo dos acidos nucléicos (DNA
e RNA) e horménios (cCAMP, cGMP), é integrante de muitos intermediarios do
metabolismo energético (ATP, ADP), participando de importantes vias
metabdlicas de utilizacdo e transferéncia de energia e da mineralizacdo da
matriz 6ssea (GONZALEZ & SILVA, 2006). Associa-se ainda a lipideos para a
formacdo das membranas plasméaticas (MALLETTE et al., 1960), manutencao
do equilibrio acido-basico e osmdético (acdo tampao), e na eficiéncia reprodutiva
(COZZOLINO, 2007). Nos ruminantes € essencial, por atender também as
exigéncias da microflora ruminal (TERNOUTH & SEVILLA, 1990).

Fontes alternativas de fosforo podem ser administradas por via oral,
através de compostos minerais na alimentacdo e por via injetavel, como é o
caso do Butafosfan, uma substancia com importante papel no ciclo ADP/ATP,
que auxilia na sintese energética celular (DENIZ, 2008). Quimicamente
conhecido como 1-butilamino-1-metil acido etilfosférico, € um derivado organico
do &cido fosférico, responsavel pelo fornecimento de ions fosfato (Pi),
essenciais para a catalise de varias reacfes celulares. Assim, a oferta de Pi,
garantida pelo Butafosfan, estimula o metabolismo gliconeogénico e mantém a
integridade do tecido e o correto funcionamento hepatico (HUBER, 2003;
CUTERI, 2008).

O Butafosfan também auxilia na reducdo das reacdes metabdlicas de
estresse, diminuindo os niveis de cortisol e elevando os de insulina, horménio
gue melhora a entrada de glicose na célula, melhorando seu funcionamento,
sendo também responsavel pelo armazenamento de energia nas formas de
glicogénio, triglicerideos e proteinas (CUTERI, 2007; DENIZ, 2008).

O Butafosfan geralmente encontra-se comercialmente associado a

vitamina B12 (Cianocobalamina), a qual possui papel fundamental como co-
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fator enziméatico, principalmente da enzima metilmalonil-CoA mutase, que age
diretamente no metabolismo energético e desempenha funcéo na converséo de
acidos graxos volateis em succinil-CoA, um essencial passo para a entrada
destes no ciclo de Krebs e a sua utilizagdo como um substrato gliconeogénico
(KENNEDY, 1990). Assim, esta ultima enzima mitocondrial € muito solicitada
em vacas leiteiras de alta producédo, devido as necessidades de energia para
garantir a lactogénese (GRAULET et al, 2007; GIRARD & MATTE 2005).
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2. Hipotese

A hipétese deste estudo é que a administracdo de Butafosfan e
Cianocobalamina no periodo poés-parto de vacas leiteiras favorece o
metabolismo energético, reduzindo a intensidade do balanco energético
negativo e suas consequéncias clinicas, proporcionando um melhor
desempenho produtivo.
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3. Objetivos

1) Avaliar os efeitos da administracao intramuscular de Butafosfan e
Cianocobalamina, sobre:
a. Parametros do metabolismo energético, protéico, enzimético e
mineral de vacas leiteiras da raca Holandés.
b. A producdo e composicdo do leite de vacas leiteiras da raca

Holandés.
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4. Artigo
Formatado segundo as normas da Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

Efeitos da administracdo de Butafosfan e Cianocobalamina apds o
parto, sobre parametros metabolicos e produtivos de vacas leiteiras

Rubens A. Pereira, Augusto Schneider, Viviane R. Rabassa, Francisco A. B. DelPino, Ivan
Bianchi, Marcio Nunes Corréa.

ABSTRACT. — Pereira R.A, Schneider A., Rabassa V. R., Del Pino F. A. B., Bianchi 1.,
Corréa M. N. 2009. [Effects of administration of Butafosfan and Cyanocobalamin on
metabolic parameters and production of dairy cows].

The aim of this study was determine the effects of intramuscular injection of Butaphosphan and

Cyanocobalamin on metabolic parameters and production of dairy cows in the postpartum
period. We used 52 animals of the Holstein breed, treated from birth to 150 days of lactation.
These cows were divided into 3 groups: the BC10 (n=18), who received 5 doses of 10 mL of
butaphosphan+Cyanocobalamin; the BC20 (n=18), who received 5 doses of 20 mL of
butaphosphan+Cyanocobalamin, and the control group (n=16), who received 5 doses of 10 mL
of saline (NaCl 0.9%). Administrations were performed with an interval of 5 days,
intramuscularly soon after birth. Blood was collected every 15 days from the third day
postpartum for the determination of glucose, nonesterified fatty acid (NEFA), B-
hydroxybutyrate (BHBA), urea, calcium (Ca), phosphorus (P), magnesium (Mg), aspartate
aminotransferase (AST) and gamma-glutamyltransferase (GGT). Urine was collected every 15
days from the third day postpartum for the determination of ketone bodies (CC). We evaluated
the body condition score (BCS) and milk production. All groups differed significantly on levels
of NEFA, which were higher in the GC. The BC10 and BC20 groups differed significantly,
being higher in the BC10. BHBA levels were higher in GC compared to BC10 and BC20,
which did not differ. The concentrations of AST and GGT did not differ between treatments. As
to the reviews of animal husbandry, the BC10 and BC20 groups had a milk production higher
than the GC, but did not differ. Concentrations of milk components did not differ between
groups up to 150 days of lactation. These results demonstrated that the solution butaphosphan
and cyanocobalamin, administered in dairy cows during the postpartum period, reduces the
negative energy balance and increases the production of milk.

INDEX TERMS: butaphosphan, cyanocobalamin, dairy cows, metabolic profile.

Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Veterinaria, Departamento de Clinicas
Veterinaria, Nucleo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuaria (NUPEEC) - Pelotas,
RS, Brasil.

*Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario — 96010 900 — Pelotas/RS —
Brasil nupeec@ufpel.edu.br — www.ufpel.edu.br/nupeec
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RESUMO.- O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da administragdo
intramuscular de Butafosfan+Cianocobalamina sobre os parametros metabdlicos e
produtivos de vacas leiteiras no periodo pés-parto. Utilizou-se 52 vacas da raca Holandés,
acompanhadas desde o parto até 150 dias de lactacdo. Estas vacas foram divididas em 3
grupos: o BC10 (n=18), que recebeu 5 doses de 10mL de solucdo aquosa de
Butafosfan+Cianocobalamina; o BC20 (n=18), que recebeu 5 doses de 20mL de solugéo
aquosa de Butafosfan+Cianocobalamina; e o grupo controle (GC n=16), que recebeu 5
doses de 10mL de solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%). Foram realizadas administragcbes com
intervalo de 5 dias, por via intramuscular, logo apds o parto. Foi coletado sangue a cada 15
dias a partir do terceiro dia pos-parto para a determinagdo dos niveis de glicose, acidos
graxos ndo esterificados (NEFA), B-hidroxibutirato (BHBA), uréia, calcio (Ca), fosforo (P),
magneésio (Mg), aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamiltransferase (GGT). Foi
coletada urina a cada 15 dias a partir do terceiro dia pos-parto para a determinacdo de
corpos cetdnicos (CC). Avaliou-se o escore de condi¢do corporal (ECC) e producéo leiteira.
Todos os grupos diferiram entre si quanto aos niveis de NEFA, sendo maiores no GC. Os
grupos BC10 e BC20 diferiram entre si, sendo superiores no BC10. Os niveis de BHBA
foram maiores no GC em relacdo ao BC10 e BC20, os quais ndo diferiram entre si. As
concentracdes de AST e GGT ndo diferiram entre os tratamentos. Quanto as avaliaces
zootécnicas, 0s grupos BC10 e BC20 apresentaram uma producdo leiteira maior que o GC,
porém ndo diferiram entre si. As concentra¢fes dos componentes do leite ndo diferiram
entre os grupos até 150 dias da lactacdo. Estes resultados demonstraram que a solucdo de
Butafosfan e Cianocobalamina, administradas em vacas leiteiras apds o parto, reduz o
balango energético negativo e aumenta a producdo de leite.

TERMOS DE INDEXAGCAO: butafosfan, cianocobalamina, vacas leiteiras, perfil
metabolico.

INTRODUCAO

O periodo de transicdo de vacas leiteiras é considerado 0 momento mais critico para
animais producdo, devido as diversas transformacdes fisiologicas sofridas pelo animal (Goff
& Horst 1997, Scheia et al. 2005). Nesta fase, compreendida entre as trés Gltimas semanas
de gestacdo e as trés primeiras de lactacdo (Grummer 1995), a ingesta nutricional costuma
ndo atender as demandas energéticas de mantenca e producdo (Goff & Horst 1997, Garret
2003), forcando o organismo a acionar rotas catabolicas para suprir o desequilibrio
energético, aumentando o risco de transtornos no metabolismo (Mandebvu et al. 2003).

O surgimento de um balan¢o energético negativo (BEN) forca o animal a mobilizar
reservas corporais, reduzindo a condi¢&o corporal e elevando os niveis sanguineos de acidos
graxos ndo-esterificados (NEFA) oriundos da lipdlise do tecido adiposo (Chilliard et al.
1983, Caldeira 2005). Em excesso, 0 NEFA excede a capacidade hepatica de B-oxidacdo
resultando na formagdo de corpos cetonicos (CC), representados pelo B-hidroxibutirato
(BHBA), acetoacetato e acetona (Church 1993, Drackley et al. 2001). Niveis elevados de
CC no sangue, causam transtornos metabdlicos e distdrbios cerebrais (Fleming 1993,
Gonzélez & Campos 2003, Gulay et al. 2004), além de prejudicarem a eficiéncia
reprodutiva por coincidirem com o periodo em que deve ocorrer o retorno a ciclicidade e a
nova concepgéo, aumentando o intervalo parto-concepcdo (Bauman et al. 1993).

A administracdo de fontes alternativas de minerais em ruminantes tem aumentado
de maneira significativa, por atuar na melhora do aproveitamento energético, através da
dieta fornecida aos animais. Entretanto, as exigéncias minerais dos ruminantes dependem
diretamente de alguns fatores ambientais e caracteristicas dos animais como taxa de
crescimento, raga, idade, produtividade, sexo e alimentacdo (Mcdowell 1999).
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O fosforo desempenha um papel importante, pois esta envolvido no crescimento e
diferenciacdo celular, na composi¢do dos acidos nucléicos (DNA e RNA) e hormonios
(CAMP, cGMP), é integrante de muitos intermedidrios do metabolismo energético (ATP,
ADP), participando de importantes vias metabdlicas de utilizagdo e transferéncia de energia
e da mineralizacdo da matriz 6ssea (Gonzéalez & Silva 2006). Associa-se ainda a lipideos
para a formacdo das membranas plasmaticas (Mallette et al. 1960), manutencdo do
equilibrio acido-basico e osmotico (acdo tampdo), e na eficiéncia reprodutiva (Cozzolino
2007). Nos ruminantes é essencial, por atender também as exigéncias da microflora ruminal
(Ternouth & Sevilla 1990).

Fontes alternativas de fésforo podem ser administradas por via oral, através de
compostos minerais na alimentacdo e por via injetavel, como é o caso do Butafosfan,
quimicamente conhecido como 1-butilamino-1-metil acido etilfosférico, & um composto
organico derivado de &cido fosférico, que age no ciclo ADP/ATP, através do fornecimento
de ions fosfato, essenciais para a catalise de reagdes intracelulares de sintese de energia
(Gonzélez & Silva 2006, Huber 2003). Tem apresentado beneficio nas reagdes metabdlicas
de estresse, reduzindo os niveis de cortisol e elevando as concentracBes de insulina,
melhorando a entrada de glicose para 0 meio intracelular e otimizando o metabolismo
gerador de energia (Cuteri 2007, Deniz 2008).

O Butafosfan geralmente encontra-se associado a vitamina B12 (Cianocobalamina),
a qual serve como co-fator enzimatico, principalmente da enzima metilmalonil-CoA
mutase, que age diretamente no metabolismo energético, com funcdo na conversdo de
acidos graxos em succinil-CoA, um essencial passo para a entrada destes no ciclo de Krebs
e a sua utilizacdo como um substrato gliconeogénico (Kennedy 1990). Assim, esta Ultima
enzima mitocondrial é muito solicitada em vacas leiteiras de alta producdo, devido as
enormes necessidades de energia para sustentar a lactogénese (Graulet et al. 2007).

A hipdtese desse estudo, € que o uso do Butafosfan e da Cianocobalamina, no
periodo pds-parto, reduz a intensidade do balango energético negativo. Diante disso,
objetiva-se avaliar os efeitos de sua administracdo, apos o parto, sobre os parametros do
metabolismo energético, protéico, enzimatico, mineral e zootécnico.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado em uma propriedade leiteira, localizada no municipio de Rio
Grande/RS, Brasil. Foram utilizadas 52 vacas da raga Holandés, de segunda parig&o,
mantidas sob as mesmas condi¢des de manejo durante todo o experimento, desde o parto até
150 dias de lactagdo. Os animais recebiam a mesma dieta, padronizada contendo todas as
exigéncias de ingestdo de matéria seca, de energia e proteina durante o p6s-parto (NRC®
2001), com 40% de concentrado (composto por 35% de casca de soja, 30% de sorgo, 17%
de farelo de arroz, 13% de farelo de soja, 4% de sal mineral e 0,5% de uréia), ofertado aos
animais duas vezes ao dia logo apds a ordenha, e 60% de volumoso (formado por azevem,
trevo e cornich@o no inverno, sorgo de pastejo e cornichdo no verao).

Os animais foram identificados e divididos ao acaso, imediatamente apds o parto,
em 3 grupos experimentais: o BC10 (n=18), que recebeu 10 mL de solugdo aquosa de
Butafosfan e Cianocobalamina (Catosal B12®, Bayer Health Care, Sdo Paulo, Brasil),
equivalente a 1000 mg de Butafosfan e 0,05 mg de Cianocobalamina; o BC20 (n=18), que
recebeu 20 mL da solucdo de Butafosfan e Cianocobalamina, contendo 2000 mg e 0,10 mg
dos componentes, respectivamente; e 0 GC (n=16), usado como controle, que recebeu 10
mL de solucdo fisiologica (NaCl 0,9%). Foram administradas 5 doses de
Butafosfan+Cianocobalamina ou placebo, a cada 5 dias, por via intramuscular (IM),
iniciando logo apds o parto.

Foram coletadas amostras de sangue de todos os animais a cada 15 dias, totalizando
5 coletas. As amostras de cada animal foram divididas em 2 frascos previamente
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identificados: frasco 1, contendo anticoagulante (EDTA 10g%) na proporcéo de 12 puL/mL
de sangue e inibidor da via glicolitica (Fluoreto de Potassio a 12g%); e o frasco 2 sem
anticoagulante. As amostras foram centrifugadas a 3500 x g durante 15 minutos, sendo o
plasma e soro acondicionados em tubos eppendorff previamente identificados. Esta divisao
foi feita da seguinte forma: o contetdo do frasco 1 foi dividido em trés aliquotas de plasma,
sendo duas congelada a -20 °C e a outra resfriada a +4 °C. A partir destas aliquotas foram
analisados os metabolitos GGT, AST e glicose. O contetdo do frasco 2 foi dividido em
quatro aliquotas de soro, sendo duas congeladas a -70 °C, uma a -20 °C e a outra resfriada a
+4 °C, a partir das quais, foram analisados 0s demais metabdlitos.

As concentracdes de glicose, uréia, calcio (Ca), fosforo (P), Magnesio (Mg), GGT,
AST, magnesio (Mg) e colesterol, foram mensuradas através de reagdes enzimaticas
colorimétricas, quantificadas por um espectrofotémetro (FEMTO 700 Plus, Femto Ind. e
Com. de Instrumentos Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e os reagentes utilizados foram manuseados
conforme recomendacéo do fabricante (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil). Os doseamentos de
NEFA e BHBA foram realizados com kits reagentes Randox® (Randox Laboratories
E.U.A.®, Oceanside, CA, Estados Unidos) em leitor de placas da marca Molecular
Devices®, modelo EspectraMax M5 e software SoftMax Pro5, conforme técnica
padronizada por Ballou et al. (2009).

Quinzenalmente foram efetuadas coletas de urina para determinacdo de corpos
cetdnicos, com o uso de fitas reagentes (Keto Diabur-Test® 500, Roche Diagnostics Sdn
Bhd, Petaling Jaya, Malaysia), com limite minimo de deteccdo para o acetoacetato de 0,5
mmol/L. As coletas iniciaram juntamente com as aplicacdes e coletas de sangue, e foram
feitas por massagem na regido vulvar e o teste realizado imediatamente apos a coleta.

Avaliou-se 0 ECC dos animais, quinzenalmente, e registrou-se 0s dados da
producao diéria de leite (até 150 dias de lactacdo), através do programa ALPRO Windows®,
que armazena dados de producdo didria das vacas desde 0 nascimento até o seu descarte.
Amostras de leite foram coletadas, a cada 15 dias, a partir do 15° dia de lactacdo, para
doseamento dos seus componentes: gordura, lactose, proteina, solidos totais e contagem de
células sométicas (CCS).

Os resultados foram apresentados como médias * erro padrdo da média (£tEPM).
Anélises envolvendo medidas repetidas em funcdo do tempo foram comparadas entre 0s
grupos usando o procedimento PROC MIXED, usando o programa SAS 9.0 (Statistical
Analysis System, Institute Inc. Cary, NC, EUA). As variaveis glicose, Ca, P, Mg, uréia,
AST, GGT, Colesterol, NEFA e BHBA, relagdo Ca:P e producéo leiteira foram analisadas a
partir medidas repetidas para avaliar o efeito principal do tratamento e tempo (em dias), e
suas interacoes.

Os dados de ECC, foram analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis. Em relagcdo aos
dados de corpos cetbnicos na urina, foram analisados pelo método estatisticos de Fischer
(Fisher's Exact Test). O valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

As concentracOes de NEFA, encontradas durante as analises mostram que 0s niveis
no GC foram maiores que os do BC10 (P<0,05), e este por sua vez foi superior ao BC20,
conforme observa-se na tabela 1.

As concentragdes séricas de BHBA foram maiores nos animais do grupo GC em
relagcdo aos BC10 e BC20 (P<0,05), os quais ndo diferiram entre si (figura 1).

Quanto as concentracdes de glicose, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos estudados (figura 2).

Nas andlises do colesterol sérico, o grupo BC20 apresentou concentra¢cdes menores
que os grupos BC10 e GC (P<0,05), os quais ndo diferiram entre si (figura 3).

Quanto ao perfil protéico, os niveis médios de uréia ndo diferiram (P>0,05) entre os
grupos BC10, BC20 e GC (tabela 1).

As concentracdes sericas de Ca, P e Mg, além da relagdo Ca:P, ndo diferiram
significativamente entre os grupos estudados (tabela 1).

N&o foram observadas diferengas na concentragdo sanguinea das enzimas AST e
GGT (P>0,05), entre os grupos estudados (tabela 1). Em relacdo a detec¢do de CC na urina,
também ndo encontrou-se diferenca entre os grupos estudados. Quanto ao ECC durante o
periodo, ndo foram observadas diferencas nas variagdes de escore entre os animais dos trés
grupos, durante todo o experimento.

A producéo leiteira no periodo de 15 a 150 dias da lactacdo teve como meédias
24,28; 25,15 e 23,01 litros de leite/vaca, para os grupos BC10, BC20 e GC,
respectivamente. Os resultados revelam que os animais tratados (BC10 e BC20)
apresentaram um melhor desempenho produtivo (P<0,05) frente ao GC, porém, 0s grupos
BC10 e BC20 ndo diferiram entre si (p>0,05). Nas analises dos componentes do leite
(gordura, lactose, proteina, sélidos totais e CCS) ndo foram observadas diferencas entre os
grupos (p>0,05).

Em relacdo ao intervalo parto-concepcao e a taxa de concepgao, ndo encontrou-se
nenhuma diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos estudados.

DISCUSSAO

Os exames bioquimicos das vacas no periodo pos-parto revelaram niveis séricos de
NEFA maiores no GC em relagdo ao BC10, e este por sua vez maior que do BC20,
conforme observa-se na tabela 1. Todos os achados estdo acima dos niveis fisioldgicos,
condi¢do comum no periodo pds-parto, devido ao BEN (Drackley 1999, Douglas 2004).

O nivel elevado de NEFA é um fator determinante para o acimulo de triglicerideos
(TAGs) no figado comprometendo a funcdo hepatica e tendo repercussdes negativas tanto
na producdo quanto na reproducao (Grummer 1993). Os niveis elevados no GC podem ser
resultado da menor obtencdo de energia e o conseqiiente intenso BEN devido a mobilizagdo
de tecido adiposo, comum no inicio da lactagdo (Drackley 1999, Douglas 2006). Os baixos
niveis apresentados pelos grupos BC10 e BC20 podem ser atribuidos a capacidade do
Butafosfan de melhorar a produgdo de energia, através da ressintese de ATP a partir do
ADP, melhorando as condi¢des energéticas das células, amenizando o BEN e reduzindo a
mobilizacdo de lipideos para suprir as necessidades fisioldgicas (Simdes et al. 2006), e da
cianocobalamina ter importante participacdo, como co-fator enziméatico da enzima
metilmalonil-CoA mutase, que age diretamente no metabolismo energético, convertendo
acidos graxos em succinil-CoA, um essencial passo para a entrada destes no ciclo de Krebs
e a sua utilizacdo como um substrato gliconeogénico (Kennedy 1990). Os resultados deste
estudo contrariam os obtidos por Flasshoff (1974), Larscheid (1994) e Schuh (1994) sobre o
Butafosfan no metabolismo de bovinos, porém sdo semelhantes aos de Hansel et al. (1992),
que observaram uma reducdo dos niveis de NEFA e BHBA em animais tratados com
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Butafosfan apds estresse metabolico induzido. A combinacdo de Butafosfan e
Cianocobalamina tem influéncia direta sobre 0 metabolismo energético e por isso facilita a
reducdo nos niveis de NEFA e BHBA (Cuteri et al. 2008, Sarasola et al. 2008). A reducao
nos niveis destes marcadores foram observadas tambem por Deniz et al. (2008). As
concentragdes séricas de BHBA menores nos grupos BC10 e BC20 (figura 1) evidenciam a
eficacia do Butafosfan e Cianocobalamina no controle da cetose subclinica. Estes achados
estdo de acordo com estudos de Cuteri e colaboradores (2008) e corroboram com o0s
achados de Lohr et al. (2006), que obteve um declinio nos niveis de BHBA em vacas com
cetose secundaria comparado a animais nao tratados.

O doseamento do colesterol revelou que os grupos BC10 e GC tiveram niveis acima
dos valores fisioldgicos (90-120mg/dL) (Kaneco, 1997), fato comum no periodo
lactacional, atribuido a maior concentracdo plasmaética de lipoproteinas (Gonzélez & Silva
2006). Ja o BC20 apresentou uma colesterolemia menor que os demais (figura 3). Isso
possivelmente tenha ocorrido pelo colesterol ser transportado juntamente com 0s
triacilglicerois (TAGs) através das VLDL (lipoproteinas de densidade muito baixa) e devido
a secrecdo hepatica destas lipoproteinas estar associada a taxa de conversdo de NEFA em
TAGs (Grummer 1993). Atribui-se a concentracdo também elevada no BC10, a menor dose
de Butafosfan e Cianocobalamina administrada, talvez insuficiente para a redugdo dos
niveis de colesterol, j& que este depende das VLDL e estas, por sua vez, da conversdo de
NEFA em TAGs (Grummer 1993).

Quanto ao perfil protéico, os niveis de uréia sérica ndo diferiram entre 0s grupos
estudados, sugerindo ndo haver alteracdo na intensidade da protedlise endégena processo
intensificado em animais com déficit de energia (Gonzélez & Silva 2006). Porém neste
estudo, ndo foi observado diferenca entre os grupos nos niveis de uréia, indicando baixa
degradacéo protéica provinda do tecido muscular (Bauman 1992). Possivelmente pela uréia
ter influéncia no controle da ingesta alimentar, e por ter havido manutencdo do
fornecimento de energia e proteina através de uma dieta que propiciou todos os
requerimentos exigidos pelas vacas no periodo pds-parto, mesmo com algum nivel de BEN,
comum neste periodo.

Em relacdo aos niveis glicémicos, ndo observou-se diferenca estatistica entre os
grupos estudados (figura 2), confirmando os achados de Deniz e colaboradores (2008), no
tratamento pré-natal visando otimizar o metabolismo pés parto, e contrariando os resultados
de Hansel et al. (1992), que observou uma redugéo nos niveis de cortisol e um consequente
aumento de insulina e glicose, em bovinos tratados com Butafosfan e Cianocobalamina.
Este achado vem de encontro aos resultados obtidos por Cuteri e colaboradores (2008),
podendo ser atribuido ao fato da glicose ser muito estavel, em fungdo dos diversos
mecanismos de homeostase da glicemia.

As concentracOes de Ca e P no sangue, bem como a relagcdo Ca:P ndo apresentaram
diferencas entre os grupos. Apesar do fosfato, oriundo da molécula de Butafosfan, ter
influéncia na absorcédo de Ca, o equilibrio metabdlico destes elementos é estabelecido por
mecanismos dinamicos, com répida recuperacdo da relacdo sérica (Flasshoff 1974, Schuh
1994). Os resultados refletem as respostas obtidas por Karatzias (1985), relativos a
administracdo de solugdo fosforica em vacas leiteiras, que mostraram ndo haver influéncia
sobre os niveis séricos de fdésforo, e consequentemente de Ca, mantendo-se os teores
fisioldgicos durante todo o periodo experimental.

A manutencéo dos niveis de Mg pode ser atribuida a rapida adaptacdo do organismo
a administracdo fosforica e, consequente, restabelecimento dos seus niveis fisiologicos
(Gonzalez et al. 2001, Barcellos et al. 2003). Pelo fato dos minerais participarem de
diversas reacOes ligadas ao metabolismo energético, atuando principalmente como co-
fatores enzimaticos, além de participarem diretamente de processos ativos de liberacdo de
determinados hormdnios, é que seu equilibrio metabdlico é tdo importante e rapidamente
buscado (El-Samad et al. 2002).
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O tratamento com Butafosfan e Cianocobalamina ndo causa sobrecarrega e nem
lesdo hepética, e ndo desenvolve lipidose no figado, permitindo ainda uma melhora na
condigdo do orgdo devido a redugdo da atividade B-oxidativa de NEFA, que se encontra
diminuido nos grupos BC10 e BC20 (Rico et al. 1977, Gonzéles & Silva 2006). Estudos
realizados por Sommer et al. (1971) com bovinos, revelaram uma redugéo na atividade da
AST demonstrando, ndo apenas a manutencdo da integridade, mas uma melhora na fungéo
hepéatica. Flasshoff (1974) e Schuh (1994) estudaram a influéncia do Butafosfan na
atividade enzimaética durante o periparto e ndo observaram variacdo significativa entre os
animais tratados e ndo tratados. Lohr (2006) também ndo encontrou nenhuma alteracéo
significativa na atividade serica da AST em vacas com deslocamento do abomaso e com
cetose, tratadas com Butafosfan. Estes achados sdo benéficos, pois demonstram que
administracdo destes compostos, que necessitam de metabolismo hepatico, ndo
sobrecarregam o 6rgéo.

Por ndo termos encontrado diferencgas entre os grupos experimentais, quanto aos CC
na urina, devemos considerar que, apesar da urina servir como uma forma eficiente para o
diagndstico da cetose clinica, deve-se considerar que apenas 10% dos CC sdo excretados
pela urina, leite e ar exalado, além de serem muito volateis (acetona) ou quimicamente
instaveis (acetoacetado), e também por servirem como fonte de energia para diversos
tecidos, inclusive o renal. Pequenos niveis de CC no sangue ndo chegam a alcancar a urina,
pois mesmo sendo filtrados pelos glomérulos, em seguida sdo reabsorvidos pelos tubulos
renais (Ortolani 2003). Além disso, cabe a consideracdo de que os animais ndo estavam em
condicdes nutricionais ruins e, portanto, nao apresentavam casos clinicos de cetose.

Os resultados de ECC sugerem que, apesar do incremento na producdo leiteira nos
grupos BC10 e BC20, houve uma manutencdo dos ECC dos animais destes grupos,
ratificando que, mesmo com o incremento na produgdo, os ECC dos animais foram
mantidos (Pedron 1993).

Na avaliacdo da producdo leiteira no periodo de 15 aos 150 dias da lactacdo (total de
135 dias), observou-se um melhor desempenho dos animais dos grupos BC10 e BC20,
demonstrando uma melhora no metabolismo energético, possivelmente devido a uma maior
ingesta alimentar (Lopez et al. 2004). O Butafosfan garante a disponibilizacdo de maiores
concentragdes intracelulares de ions P para formag&o de novas moléculas de ATP, tornando
mais eficiente o ciclo de Krebs, principal responsavel pela geragéo de energia (Deniz 2008).
Ja a vitamina B12, que tem papel fundamental como co-fator enzimatico e age diretamente
no metabolismo energético, possivelmente tenha facilitado a conversdo de acidos graxos em
succinil-CoA, um essencial passo para a entrada destes no ciclo de Krebs e a sua utilizagédo
como um substrato gliconeogénico (Kennedy et al. 1990).

Quanto aos componentes do leite (gordura, lactose, proteina, sélidos totais e CCS),
geralmente através do aumento da produtividade ha a tendéncia destes serem diluidos, ou
seja, a apresentarem concentracdes reduzidas (Behmer 1999). Porém, isso ndo foi
observado nesse estudo.

Os resultados de intervalo parto concepcéo e taxa de concepgdo ndo diferiram entre
0s grupos, contrariando os efeitos encontrados ha décadas por Sommer et al. (1971) e ndo
reproduzem os beneficios da vitamina B12 observada por Musewe (1980), em estudos
relacionando a cianocobalamina e a eficiéncia na reproducdo. Possivelmente possa haver
efeito dos tratamentos na eficiéncia reprodutiva, porém como o numero de animais
utilizados no estudo é considerado baixo para este tipo de analise e a heterogeneidade do
grupo também existe (diferentes ECC, data do parto), sdo necessarios estudos com um
numero maior de animais, para que conclusdes confiaveis possam ser geradas (De Rensis &
Scaramuzzi 2003).
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a administracdo do Butafosfan e
Cianocobalamina no po6s parto de vacas leiteiras, ndo causa sobrecarga hepéatica, nem
desequilibrio mineral. Além disso, proporciona melhores condicGes energéticas, reduzindo
0 BEN e melhorando e desempenho produtivo.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Fig. 1. Concentragdes séricas de B-hidroxibutirato (mmol/dL) de vacas leiteiras no periodo
pos-parto, tratadas com diferentes doses de solucdo aquosa de Butafosfan e
Cianocobalamina ou solucdo fisioldgica. Letras diferentes indicam diferenca entre o0s
grupos (P<0,05).

Fig. 2. Concentracbes plasmaticas de glicose (mg/dL) de vacas leiteiras no periodo pés-
parto, tratadas com diferentes doses de solu¢do aquosa de Butafosfan e Cianocobalamina ou
solucdo fisiologica. Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos (P<0,05).

Fig. 3. Concentrag0es sericas de colesterol (mg/dL) de vacas leiteiras no periodo p6s-parto,
tratadas com diferentes doses de solucdo aquosa de Butafosfan e Cianocobalamina ou
solucdo fisiologica. Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos (P<0,05).
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Tabela 1. Determinacdo das médias e erro padrdo das médias (tEPM) dos perfis energético,
protéico, mineral, enzimatico e producao leiteira (até 150 dias de lactacdo) de vacas leiteiras no
periodo pds-parto, tratadas com diferentes doses de solucdo aquosa de Butafosfan e
Cianocobalamina ou solucdo fisioldgica. Letras diferentes indicam diferenca entre os

grupos (P<0,05).

Parametros Grupo BC10 Grupo BC20 Grupo Controle P

Perfil energético

Glicose (mg/dL) 54,70+0,91 55,82+0,86 54,58+0,91 NS
NEFA (mg/dL) 35,67+2,45% 18,27+2,45" 49,64+2,52° *

BHBA (mmol/dL) 0,25+0,01° 0,25+0,01° 0,35+0,01° *

Colesterol (mg/dL) 133,7+5,03" 94,75%5,63" 145,25+5,58 *

Perfil Protéico

Uréia (mg/dL) 32,60+1,14 30,14+1,08 31,82+1,24 NS
Perfil Mineral

Calcio (mg/dL) 9,57+0,12 9,25+0,11 9,63+0,12 NS
Fosforo (mg/dL) 5,61+0,22 5,55+0,21 5,41+0,22 NS
Magnésio (mg/dL) 2,13+0,036 2,10+0,034 2,07+0,036 NS
Perfil enzimatico

AST (U/L) 41,84+3,84 29,82+3,63 34,94+3,84 NS
GGT (U/L) 41,87+2,57 40,71+2,43 38,90+2,57 NS
Perfil produtivo

Producéo (L) 24,28+0,36° 25,15+0,38" 23,01+0,42° *

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si com P<0,05.

*P<0,05

Né&o Significativo — P>0,05
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5. Concluséao Geral

Estes resultados demonstraram que o uso do Butafosfan e da
Cianocobalamina como estratégia para garantir um melhor aproveitamento
energético durante o periodo pos-parto de vacas leiteiras, pode ser eficaz,
justificado pelo melhor desempenho produtivo e pelas concentracdes reduzidas
de NEFA dos animais tratados.

A manutencdo da homeostase dos minerais no sangue indica que esta
fonte de fésforo organico pode ser utilizado com seguranca no pos-parto de
vacas leiteiras, até porque observou-se uma manutencao da saude hepatica
dos animais, sem sobrecarga ao 6rgao.

Entretanto, ha a necessidade de estudos mais minuciosos que possam,
de fato, elucidar melhor o mecanismo de acdo deste composto, através do
tracado de seu perfil de biodisponibilidade, bem como de investigacdes

criteriosas de seus mecanismos, farmacodinamico e farmacocinético.
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