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Resumo

ANTUNES, Marcelo Moreira. Estratégias farmacéuticas com fésforo organico e
vitamina B, para melhorar a funcionalidade hepatica de vacas leiteiras
primiparas ap6s o parto. 2015. 35f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pos-
Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da aplicacdo de foésforo orgénico
(butafosfan) e vitamina Bj, (cianocobalamina) sobre marcadores do metabolismo
energético, mineral e inflamatorio, producdo de leite e sobre o indice de
funcionalidade hepatica de vacas leiteiras primiparas. Vinte e trés vacas da raca
Holandés foram aleatoriamente separadas em trés grupos experimentais: Catosal
(CAT, n = 8), que receberam total de 100 mL de Catosal®; Butafosfan (BUT, n = 8),
gue receberam total de 100 mL de solucéo aquosa de Butafosfan; e Controle (CTL, n
=7), que receberam total de 100 mL de solucéo fisioldgica 0,9%. Todos os animais
receberam os 100 mL divididos em 5 aplicacbes de 20 mL, em intervalos de 24
horas, por via subcutanea, iniciando logo apdés o parto. Os animais do grupo BUT
apresentaram menores concentragbes (P<0,05) de beta hidroxibutirato que os
animais do grupo CTL. Os demais parametros metabdlicos, o escore de condicéo
corporal e a producgédo de leite ndo foram influenciados pelos tratamentos (P>0,05).
O indice de funcionalidade hepatica ndo foi influenciado pelos tratamentos (P>0,05).
Apés a separacdo dos animais em grupos de alto e baixo indice de funcéo hepatica,
os animais do grupo com melhor funcdo hepatica (alto) apresentaram menores
concentracbes de beta hidroxibutirato (P<0,05) e tendéncia de menores
concentracbes de &acidos graxos nao esterificados (P<0,10), enquanto que o0s
animais com pior funcdo hepatica (baixo) apresentaram tendéncia de menores
concentracbes de albumina (P<0,10). Em conclusdo, neste estudo o indice de
funcionalidade hepatica nao foi influenciado pelos tratamentos.

Palavras-chave: Butafosfan, Catosal, Vitamina B;,, Figado, Inflamacéo.



Abstract

ANTUNES, Marcelo Moreira. Pharmaceutical strategies with organic phosphorus
and vitamin B, to improve the hepatic functionality of primiparous dairy cows
after calving. 2015. 35f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The objective of this study was to evaluate the effects of organic phosphorus
(butafosfan) and vitamin Bj, (cyanocobalamin) on markers of energy, mineral and
inflammatory metabolism, milk production and the liver functionality index of
primiparous dairy cows. Twenty-three Holstein dairy cows were randomly allocated
into three groups: Catosal (CAT, n = 8), receiving total of 100 mL of Catosal®;
Butafosfan (BUT, n = 8) that received a total of 100 mL of aqueous Butafosfan; and
Control (CTL, n = 7), receiving total of 100 mL of 0.9% saline. All the animals
received the 100 mL divided in five 20 mL applications at 24-hour intervals,
subcutaneously, beginning soon after birth. The animals in the group BUT showed
lower beta-hydroxybutyrate concentrations (P<0.05) than animals in the CTL group.
The other metabolic parameters, body condition score and milk production were not
affected by treatments (P>0.05). The liver functionality index was not affected by
treatments (P> 0.05). After the separation of the animals in groups of high and low
index of liver function, the animals of the group with better liver function (high) had
lower concentrations of beta-hydroxybutyrate (P<0.05) and a trend of lower
concentrations of non-esterified fatty acids (P<0.10), whereas the animals with poor
liver function (low) showed a tendency to have lower concentrations of albumin (P
<0.10). In conclusion, in this study the liver functionality index was not affected by
treatments.

Keywords: Butafosfan, Catosal, Vitamin By, Liver, Inflammation.



Lista de Abreviaturas

AGNE — Acidos graxos néo esterificados

BEN — Balanco energético negativo

BHBA - Beta hidroxibutirato

ECC - Escore de condicao corporal

IFH - indice de funcionalidade hepéatica

IMS - Ingestdo de matéria seca

TAG - Triacilglicerol

VLDL - Very Low Density Lipoproteins (Lipoproteinas de densidade muito baixa)
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1 INTRODUCAO GERAL

O periodo de transicdo é um momento critico para a lactacdo da vaca, em
virtude da ocorréncia de inUmeras mudancas nutricionais, fisiolégicas e sociais que
culminam com a maior vulnerabilidade do organismo em apresentar desordens
metabdlicas e doencgas infecciosas (Drackley, 1999) Estes fatos fazem da citacdo de
Goff & Horst (1997) “a transicdo de um estado de prenhez, lactante, para um estado
de ndo prenhez e lactante € frequentemente uma experiéncia desastrosa para a
vaca”, uma importante consideracao a respeito desse periodo.

Durante esse periodo o organismo tem de adaptar-se metabolicamente para
garantir o adequado acesso de nutrientes a glandula mamaria (Drackley, 1999). O
figado é fundamental nessa fase, em virtude de atuar no recebimento e
processamento da maioria dos nutrientes que serdo redistribuidos ao organismo
(Overton, 2001). AtribuicBes hepaticas importantes dessa fase incluem o aumento
na gliconeogénese e o processamento de acidos graxos nao esterificados (AGNE)
(Drackley et al., 2001). Portanto, pode-se afirmar que os problemas com as vacas
em transicdo estdo relacionados a inadequada capacidade metabdlica do figado
(Overton, 2001).

Mesmo diante dos processos adaptativos neste periodo, a demanda
energética acaba sendo maior do que a capacidade do organismo, e 0S animais
acabam enfrentando estados negativos de energia, marcado principalmente pela
mobilizacdo lipidica, perda de peso e de escore de condicdo corporal (ECC)
(Drackley, 1999). No figado, os AGNE podem ser completamente oxidados,
transportados como triacilglicerol (TAG) pelas lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL) ou induzir a sintese de vias alternativas de energia, como 0S COrpos
cetbnicos (McArt et al., 2013). Em virtude da baixa capacidade hepatica em exportar
TAG via VLDL nessa fase, o figado ndo consegue lidar com o excesso de AGNE, os
quais se acumulam no orgéo (lipidose hepética), prejudicando a funcéo hepatica e
deprimindo ainda mais a ingestao de matéria seca (IMS) (Bobe et al., 2004).

Os efeitos negativos do balanco energético negativo (BEN) incluem a
diminuicdo da IMS, da producédo de leite, do desempenho reprodutivo, além de
imunossupressao (Butler, 2000, McAart et al., 2013). Nao é anormal que nessa fase
30% dos animais apresentem alguma desordem clinica. Além do BEN, esse periodo

também € marcado por condi¢cfes inflamatdrias, em que citocinas pro-inflamatorias
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séo liberadas pelas células de defesa e acabam por induzir respostas de fase aguda
que alteram o padrdo normal de sintese hepética (Bertoni et al., 2008), afetando a
sua funcionalidade, como pode ser observado, por exemplo, na diminuicdo da
sintese de albumina e colesterol (Bionaz et al., 2007; Bertoni et al., 2008). As
principais consequéncias para o organismo incluem lipotoxicidade (Katoh, 2002) e
diminuicdo da funcdo hepatica (Bionaz et al., 2007; Bertoni et al., 2008). Diante
disso, garantir a saude do animal em transicdo torna-se fundamental frente aos
maleficios que essa fase pode trazer e estratégias que visem melhorar a
funcionalidade hepatica devem ser encorajadas.

Ambas as concentracfes de fosforo e cianocobalamina diminuem apds o
parto (Girard & Matte, 2005; Grunberg et al., 2009) e afetam negativamente a
producdo de energia pelo animal. A suplementacéo de fésforo organico (butafosfan)
e vitamina Bj, (cianocobalamina) em vacas leiteiras vém se mostrando eficaz em
minimizar o BEN e suas consequéncias (Furll et al., 2010; Rollin et al., 2010; Pereira
et al., 2013a,b), por isso, a utilizacdo dessa combinacdo pode potencialmente
melhorar as condicao de atuacao hepatica e o desempenho geral do animal.

O butafosfan é uma fonte orgéanica de fosforo, importante no metabolismo
energético celular, ja que todos os compostos intermediarios da via gliconeogénica
devem ser fosforilados (Berg et al., 2006). A cianocobalamina, também conhecida
como vitamina B12, atua como precursor do cofator da enzima metilmalonil-CoA
mutase, responsavel pela conversdo do propionato, um importante precursor
glicogénico, em succinil-CoA, fundamental para a velocidade do ciclo de Krebs e a
gliconeogénese (Girard & Matte, 2005). Sua falta pode afetar a producéo de energia
(Preynat et al., 2009) pela reducdo na atividade do ciclo de Krebs e acimulo de
acetil-Coa, gerando a diminuicdo da IMS, aumento da cetogénese e na
predisposicao a lipidose hepatica (Girard & Matte, 2005). Diante disso, a utilizagao
desses compostos pode potencialmente favorecer a producdo energética e, assim,
melhorar o funcionamento hepéatico das vacas.

A funcdo hepatica pode ser medida numericamente através do indice de
funcionalidade hepatica (IFH), que leva em consideracdo a variacdo na sintese
hepatica de proteinas: albumina, lipoproteinas (medida indiretamente como
colesterol total) e bilirrubina (medida indireta das enzimas responsaveis pela sua
depuracéo) (Bertoni & Trevisi, 2013).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Efeitos do butafosfan e da cianocobalamina sobre o metabolismo e funcao

hepatica de vacas leiteiras.

A transicdo entre o final da gestacdo e o inicio da lactacdo certamente € o
estagio mais desafiador do ciclo de lactacdo de uma vaca (Drackley, 1999). Essa
fase €& marcada por variacbes endécrinas em resposta ao aumento nhas
necessidades nutricionais para a producao de leite (homeoresse), que cursam com
alteracbes no metabolismo tecidual e afetam a utilizagdo de nutrientes pelo
organismo (Drackley et al., 2005).

O figado tem um papel central nessa fase, pois tem que adequar-se as
mudancas nas rotas metabdlicas quanto a priorizacdo, processamento e
redistribuicdo ao organismo da maior parte dos nutrientes oriundos da dieta
(Drackley et al.,, 2001). Como exemplo, a gliconeogénese e 0 processamento de
elevadas quantidades de AGNE oriundos da lipdlise sdo atribuicbes hepaticas para
garantir a adequada disponibilidade de nutrientes a glandula maméria. Portanto,
pode-se inferir que a adequada saude hepatica é primordial para o sucesso do
periodo de transicdo e que 0s problemas com as vacas nessa fase estdo
relacionados a inadequada capacidade metabdlica do figado (Overton, 2001).

Mesmo diante de todos 0s processos adaptativos, 0 organismo nao
consegue dispor de toda a energia que precisa, e 0s animais frequentemente
enfrentam periodos de BEN. O BEN provoca catabolismo tecidual, especialmente
lipidico, com perda de peso e de condicdo corporal (Drackley et al., 1999) Os AGNE
oriundos da lipolise sdo uma das principais fontes de energia nessa fase (Drackley et
al., 2005), mas quando o excesso de AGNE no figado supera a capacidade hepatica
de oxidacdo (R-oxidacdo), os AGNE podem ser re-esterificados em TAG e
exportados ao organismo junto as VLDL. Como a capacidade de exportacdo via
VLDL é limitada nessa fase, o excesso de TAG acumula-se no 6rgédo, condicao
conhecida como lipidose hepatica (Drackley, 1999; Bobe et al., 2004). Este acumulo
de gordura pode prejudicar ainda mais a funcdo hepatica, além de exacerbar os
efeitos do BEN (Bobe et al., 2004). O excesso de AGNE também pode originar a
sintese de corpos cetdnicos e o desenvolvimento de cetose (Drackley et al., 2001).

Elevadas concentracbes de AGNE e corpos cetbnicos estdo associados a
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imunosupressao no pés-parto (Moyes et al., 2009) e maior ocorréncia de desordens
metabdlicas e infecciosas no inicio da lactacdo (Bobe et al., 2004; Drackley, 1999).

O periodo de transicdo também é marcado por inflamacédo (Bertoni et al.,
2008), resultado da acéo de citocinas pro-inflamatorias. No figado, mesmo condi¢cbes
inflamatoérias subclinicas induzem respostas de fase aguda (Bionaz et al., 2007;
Bertoni et al., 2008) que alteram o padrdo normal de sintese hepética. Os efeitos
negativos das proteinas de fase aguda incluem lipotoxicidade (Katoh, 2002),
diminuicdo da funcdo hepatica e da producéo leiteira (Bionaz et al., 2007; Bertoni et
al., 2008). Vacas com disfuncdo hepética apresentaram menor eficiéncia energética
(Trevisi et al., 2007).

Diante do exposto, ndo é incomum que esse curto espaco de tempo (30
dias) consiga abrigar mais de dois tercos da ocorréncia de todas as doencas
metabdlicas e infecciosas da lactacdo, o que faz da citacdo de Goff & Horst (1997)
“A transicdo de um estado de prenhez, ndo lactante para um estado de n&o prenhez
e lactante é frequentemente uma experiéncia desastrosa para a vaca” uma
importante observacdo a respeito desse periodo, e reafirma o compromisso na
busca de alternativas que possam incrementar o metabolismo energético e a funcdo
hepética, maximizando assim o desempenho produtivo dos animais.

O indice de funcionalidade hepatica permite avaliar as consequéncias da
inflamacdo durante o periodo de transicdo (Bertoni & Trevisi, 2013). O calculo
consiste em avaliar as variagdes nas concentracdes de albumina, colesterol (medida
indireta de lipoproteinas) e bilirrubina total (medida indireta das enzimas hepaticas
responsaveis pela sua depuracao) entre os dias 3 e 28 de lactacéo. A albumina, por
exemplo, é reconhecida como uma proteina de fase aguda negativa, ou seja, que
tem sua sintese diminuida em condi¢bes inflamatoérias. Baixas concentracdes de
albumina podem indicar a reducdo da funcdo hepatica e desvio na sintese de
proteinas (Bertoni et al., 2008).

O IFH é determinado apds duas etapas: na primeira sdo calculados indices
para os trés metabdlitos (albumina, colesterol e bilirrubina) conforme a férmula para
albumina e colesterol: (0,5 x VO + 0,5 x (V28 - V0) e para bilirrubina: (0,67 x VO +
0,33 x (V28 - V0), em que V corresponde ao valor (concentracdo) do metabdlito no
dia 3 ou 28, e 0,33, 0,5 ou 0,67 representam o quanto (percentualmente) do
resultado final dos indices (etapa 1) é atribuido as concentra¢des encontradas no dia

3 ou a diferenca entre os dois momentos. Na segunda etapa os indices encontrados
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sdo inseridos numa férmula com padrdes numéricos pré determinados de acordo

com resultados observados em vacas “saudaveis” (Bertoni et al., 2008).

IFH = [(I albumina — 17, 71) (I colesterol — 2,57 ) (I bilirrubina — 6, 08)
- 1,08 0,43 2,17

| = indice

O IFH varia de -12 a +5 e indica alta e baixa resposta inflamatoria,
respectivamente. Valores acima de 0 sdo considerados benéficos (Bertoni & Trevisi,
2013). O IFH tem sido relacionado com o desempenho geral da vaca, condigoes
inflamatorias e anormalidades metabdlicas (Trevisi et al., 2010, 2013), ou seja, esta
relacionado com a melhor capacidade hepética em lidar com os desafios do periodo
de transigéo.

Umas das alternativas para incrementar o metabolismo energético e
melhorar a fung¢éo hepatica, com isso minimizando desordens associadas ao periodo
de transicdo, € a utlizacdo da associacdo de butafosfan (100 mg/mL) e
cianocobalamina (50 ug/mL), comercialmente conhecida como Catosal® (Bayer
Saude Animal, Sdo Paulo). Esta combinacao esta presente no mercado desde 1958
e atualmente é comercializado em mais de 70 paises. Resumidamente, o Catosal® é
um estimulante metabdlico e sua aplicacdo tem por objetivo alavancar
energéticamente o metabolismo animal, principalmente nas fases de maior demanda
metabdlica, como o inicio da lactacéo.

Recentes trabalhos mostraram que a associacdo de butafosfan e
cianocobalamina apresenta efeitos positivos sobre a minimizacdo da ocorréncia de
cetose (Rollin et al., 2010), aumento na producdo de leite (Kreipe et al., 2011,
Pereira et al., 2013b) e melhoria na composicao do leite (Pereira et al., 2013b), além
de induzir respostas de melhora sobre indicadores do metabolismo energético como
ingestao de matéria seca, AGNE e corpos cetdnicos (Furll et al., 2010; Pereira et al.,
2013a; Rollin et al.,, 2010). O IFH mostrou-se melhor (valores proximos de 0) em
animais com baixas concentracdes de AGNE, corpos cetonios (Bertoni et al., 2008;
Trevisi et al., 2013) e elevadas concentracdes de fésforo inorganico (Griinberg et al.,
2005).

A utilizacdo de minerais organicos vem ganhando destague nos ultimos anos

em virtude de sua melhor biodisponibilidade em relacdo aos inorganicos (Maciel et
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al., 2010). Minerais organicos sdo ions de metal ligados quimicamente a uma
molécula orgénica (aminodcidos), formando uma estrutura quimica com
caracteristicas Unicas de estabilidade e alta disponibilidade mineral (AAFCO, 1997).
O butafosfan é uma fonte organica de fésforo, importante no metabolismo energético
celular, ja que todos os compostos intermediarios da via gliconeogénica devem ser
fosforilados (Berg et al., 2006). De acordo com Griinberg et al. (2009), as baixas
concentracbes de fosforo hepatico apdés o parto foram relacionadas com baixa
ingestdo de matéria seca e diminui¢do da funcéo hepatica (Grinberg et al., 2005).

A cianocobalamina, ou também chamada de vitamina B, atua como
precursor do cofator da enzima metilmalonil-CoA mutase. Essa enzima é
responsavel pela conversao do propionato, um importante precursor gliconeogénico,
em succinil-CoA, portanto afetando a velocidade do ciclo de Krebs e a producéo de
energia pela gliconeogénese (Girard & Matte, 2005). Baixas concentracdes de
cianocobalamina apds o parto estdo associadas a baixa producdo energética
(Preynat et al., 2009), através do acumulo de acetil-CoA pela baixa atividade do ciclo
de Krebs. Um ciclo de Krebs menos ativo pode levar a mais lipolise e acimulo de
acetil-CoA, com respostas sobre a producdo de cetose e acumulo de gordura
hepética (Girard & Matte, 2005).

O modo exato pelo qual essa combinacdo (butafosfan + cianocobalamina)
age ainda € incerto e precisa ser melhor elucidado. Entretanto, achados de Kreipe et
al. (2011) indicaram influéncias positivas sobre o metabolismo hepatico, conforme
demonstrado pela expresséo de algumas enzimas associadas com a beta-oxidacao,
cetogénese e ciclo de Krebs apds o tratamento com essa combinacdo. Diante do
exposto, fica clara a oportunidade de utilizacdo desses compostos para minimizar o
desafio hepético de vacas no periodo de transi¢cdo e com isso favorecer uma melhor

adaptacao do organismo as mudancas que ocorrem nessa fase.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

O uso de estratégias farmacéuticas com fosforo orgéanico (butafosfan) e
vitamina Bj, (cianocobalamina) no inicio da lactacdo melhora a funcionalidade

hepatica de vacas leiteiras.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do butafosfan e da cianocobalamina no inicio da lactacao
sobre o metabolismo energético, mineral, estado inflamatério e funcionalidade

hepética de vacas leiteiras primiparas.

3.3 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do butafosfan ou sua associa¢cdo com cianocobalamina
sobre o estado inflamatério (haptoglobina e paraoxonase) de vacas leiteiras
primiparas apoés o parto;

e Avaliar os efeitos do butafosfan ou sua associacdo com cianocobalamina
sobre marcadores do balanco energético (AGNE, BHBA e ECC) de vacas leiteiras
primiparas apés o parto;

e Avaliar os efeitos do butafosfan ou sua associacdo com cianocobalamina
sobre marcadores minerais (célcio e fésforo) de vacas leiteiras primiparas ap6s o
parto;

e Avaliar os efeitos do butafosfan ou sua associagcdo com cianocobalamina
sobre os indicadores da funcdo hepética (albumina, colesterol e bilirrubina total) de

vacas leiteiras primiparas ap0s o parto.
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4 CAPITULOS

4.1 Artigo 1 - Estratégia metafilatica com fosforo organico e cianocobalamina para
melhorar a funcionalidade hepética de vacas leiteiras apos o parto.
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Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da aplicacdo de fésforo organico (butafosfan) e
vitamina Bj, (cianocobalamina) sobre marcadores do metabolismo energético, mineral e
inflamatorio, producgéo de leite e sobre o indice de funcionalidade hepética de vacas leiteiras
primiparas. Vinte e trés vacas da raca Holandés foram aleatoriamente separadas em trés
grupos experimentais: Catosal (CAT, n = 8), que receberam total de 100 mL de Catosal®;
Butafosfan (BUT, n = 8), que receberam total de 100 mL de solugdo aquosa de Butafosfan; e
Controle (CTL, n = 7), que receberam total de 100 mL de solucdo fisiologica 0,9%. Todos 0s

animais receberam os 100 mL divididos em 5 aplica¢Oes de 20 mL, em intervalos de 24 horas,

por via subcutanea, iniciando logo ap6s o parto. Os animais do grupo BUT apresentaram
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menores concentracdes (P<0,05) de beta hidroxibutirato que os animais do grupo CTL. Os
demais parametros metabdlicos, o escore de condicdo corporal e a producdo de leite nao
foram influenciados pelos tratamentos (P>0,05). O indice de funcionalidade hepatica ndo foi
influenciado pelos tratamentos (P>0,05). Apos a separacdo dos animais em grupos de alto e
baixo indice de funcdo hepatica, os animais do grupo com melhor funcdo hepatica (alto)
apresentaram menores concentracdes de beta hidroxibutirato (P<0,05) e tendéncia de menores
concentracdes de acidos graxos ndo esterificados (P<0,10), enquanto que 0s animais com pior
funcdo hepatica (baixo) apresentaram tendéncia de menores concentracdes de albumina
(P<0,10). Em conclusdo, neste estudo o indice de funcionalidade hepatica ndo foi

influenciado pelos tratamentos.

Palavras chave

Butafosfan, catosal, vitamina Bi,, figado, inflamacdo.

Introducéo

O periodo de transicdo de vacas leiteiras € marcado por mudancas endocrinas que
cursam com alteragdes no metabolismo tecidual e utilizagdo de nutrientes pelo organismo
(Drackley, 1999). Ndo é incomum que aproximadamente 75% de todas as desordens
metabolicas e infecciosas ocorram nas primeiras trés semanas de lactacdo (Drackley, 1999),
oriundas da incapacidade adaptativa de muitos animais a essas alteracoes.

A capacidade do animal em se adaptar a essas mudancas passa em parte pela
capacidade hepatica de se adequar as demandas homeorréticas para a lactogénese.
Resumidamente, o figado precisa moldar-se ao aumento nos requerimento por glicose e ao
maior recebimento de &cidos graxos nao esterificados (AGNE) oriundos da lipélise (Drackley

et al., 2001). Em condicbes inflamatdrias ou de sobrecarga hepética, como 0 excesso de
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AGNE, o figado responde alterando o padrdo normal de sintese hepatica e torna-se menos
eficiente frente aos desafios desse periodo (Bobe et al., 2004). Assim, propor alternativas que
melhorem a funcionalidade hepatica é a garantia de eficiéncia produtiva e rentabilidade das
fazendas leiteiras.

O indice de funcionalidade hepatica (IFH) permite a avaliacdo inflamatdria do
organismo ao final do primeiro més de lactacdo (Bertoni & Trevisi, 2013). O calculo do IFH
considera as concentracfes nos dias 3 e 28 ap0s o parto de trés metabolitos associados com a
funcdo hepatica: albumina, colesterol e bilirrubina. De maneira geral, respostas positivas do
IFH estdo relacionadas com a melhor capacidade hepatica frente aos desafios dessa fase.

Nosso grupo de pesquisa ja realizou estudos com a combinacdo de butafosfan e
cianocobalamina (Catosal®, Bayer Satde Animal, Brasil), que mostram efeitos benéficos
sobre o perfil energético através da maior ingestdo de matéria seca e menores concentracdes
séricas de AGNE e beta-hidroxibutirato (BHBA), além de efeitos positivos sobre a producéo
de leite (Pereira et al., 2013a,b). Bertoni et al. (2008) e Trevisi et al. (2013) observaram que as
vacas com melhor funcdo hepatica apresentavam menores concentraces de AGNE e corpos
cetonicos.

O butafosfan é uma fonte organica de fosforo, importante no metabolismo energético
celular, ja que todos os compostos intermediarios da via gliconeogénica devem ser
fosforilados (Berg et al., 2006). A cianocobalamina, também conhecida como vitamina B,
atua como precursor do cofator da enzima metilmalonil-CoA mutase, responsavel pela
conversao de um importante precursor gliconeogénico dessa fase, o0 propionato, em succinil-
CoA, fundamental para a velocidade do ciclo de Krebs e a gliconeogénese (Girard & Matte,
2005). Sabendo-se que as concentragdes de fosforo (Griinberg et al., 2009) e cianocobalamina
(Girard & Matte, 2005) estdo reduzidas no pds-parto inicial, a suplementacdo dessas

substancias pode auxiliar o organismo com a producdo de energia e melhoria do perfil
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energético animal. A falta de cianocobalamina contribui para sindrome de lipidose hepatica
por diminuir a taxa de utilizacdo do propionato para a gliconeogése (Girard & Matte, 2005).
Como o momento da obtencdo do resultado do IFH é muito distante (28 dias pos
parto) para permitir acdes preventivas, nenhum estudo até agora avaliou estratégias
farmacéuticas de melhorar esse indice. Assim, trabalhamos com a hipotese de que esses
compostos possam melhorar a funcdo hepética de modo indireto através da melhora do perfil
energético dos animais, permitindo que o figado tenha mais suporte para lidar com os desafios
desse periodo, minimizando as possiveis alteracfes de sintese hepética que ocorrem quando

este 6rgdo sofre agressdes de diferentes formas.

Materiais e métodos
Animais e grupos experimentais

O experimento foi realizado em uma fazenda comercial localizada no sul do Brasil
(32° 16’ S, 52° 32’ E) de outubro a dezembro de 2014. O rebanho da fazenda era composto
por 800 vacas da raca Holandés em lactacdo, manejadas em sistema baseado no consumo de
pastagens e suplementacdo de uma mistura de forragens e concentrado (NRC, 2001), com
duas ordenhas diarias. A média de producédo do rebanho era de 5.500 kg de leite por lactacéo.

Apos o parto (2,6 + 2,6 dias), 23 vacas primiparas foram aleatoriamente distribuidas
em trés grupos experimentais: grupo Catosal (CAT, n = 8) que recebeu 5 doses de 20 mL de
Catosal® By, (combinacdo de 10% butafosfan e 0,005% cianocobalamina - Bayer Salde
Animal, Brasil); grupo Butafosfan (BUT, n = 8) que recebeu 5 doses de 20 mL de solugéo
aquosa de butafosfan 10% e grupo Controle (CTL, n = 7), que recebeu 5 doses de 20 mL de
solugdo fisiolégica 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica®, Brasil). Todas as aplicacdes

foram realizadas por 5 dias em intervalos de 24 horas, a partir do dia 0, por via subcutanea e
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de maneira asséptica, imediatamente antes da alimentacdo da manhd e ap0s a coleta de

sangue.

Coleta sanguinea e analises bioquimicas

Antes da alimentacdo da manhd, amostras de sangue foram coletadas de todos o0s
animais, por puncdo do complexo arterio-venoso caudal, nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 e
28. As amostras foram centrifugadas a 3.000 g por 15 min, os soros foram divididos em trés
frascos e armazenados a -20°C para analises posteriores. Calcio, fosforo, AGNES e BHBA
foram analisados nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 e 28, enquanto que as concentracfes de
albumina, bilirrubina, colesterol total, haptoglobina e paraoxonase foram determinadas nos
dias 0, 3, 5, 10, 15, 20 e 28. As analises de célcio, fosforo, albumina, colesterol e bilirrubina
foram realizadas com kits comerciais (Labtest®, Brasil), por ensaio colorimétrico em
espectrofotdmetro semi-automatico (SP 22, Biospectro®, Brasil). A atividade da paraoxonase
foi determinada com kit comercial (ZeptoMetrix Corporation®, USA) por espectrofotometria
cinética (T80 UV/VIS, PG Instruments Ltd®., Inglaterra). A haptoglobina foi determinada
com kit comercial (Sigma Aldrich, Life Science®, USA) em leitora de microplacas (TP-
Reader, Thermo Plate®, Brasil). AGNES foram avaliados colorimetricamente com kit
comercial (Wako NEFA-HR, Wako Chemicals®, USA), de acordo com a técnica descrita por
Ballou et al. (2009) e o BHBA foi analisado com kit comercial (Ranbut, Randox Laboratories

Limited®, UK). Os coeficientes de variacéo de todas as analises foram inferiores a 10%.

Escore de condicéo corporal e producéo de leite
O escore de condicdo corporal foi avaliado visualmente, pelo mesmo avaliador, nos
dias 0, 15 e 30 do experimento, de acordo com a escala de 5 pontos (ADAS, 1986), enquanto

que a producédo de leite (Kg/dia) foi registrada nos dias 15 e 30 do experimento, através da
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leitura dos registros de producdo de leite do software de gerenciamento leiteiro Alpro

(Delaval®, USA).

Determinacéo do indice de funcionalidade hepatica e formacao dos grupos

A determinacdo do IFH, que indica a diferenca entre as concentracdes plasmaticas do
dia 3 e 28 apds o parto de trés indices hepaticos: albumina, lipoproteinas (indiretamente
medida como colesterol total) e bilirrubina total (medida indireta das enzimas sintetizadas
pelo figado e que também sdo responsaveis pela sua depuracdo hepatica) foi determinado
considerando os diferentes tratamentos.

O IFH (adaptado de Trevisi et al., 2012) foi determinado ap6s duas etapas: na
primeira foram calculados indices para os trés metabdlitos, considerando-se os dias 0 e 28 do
experimento e conforme a férmula para albumina e colesterol: (0,5xV0 + 0,5 x(V28 —
V0) e para bilirrubina: (0,67 x V0 + 0,33 x(V0 — V28), em que V corresponde ao valor
(concentracdo) do metabolito no dia 0 ou 28, e os coeficientes representam o quanto
(percentualmente) do resultado final dos indices (etapa 1) é atribuido as concentragdes
encontradas no dia 0 ou a diferenca entre os dois momentos. Para a albumina e o colesterol,
tanto o dia 0 quanto a diferenca entre os dias 28 e 0 representam 50% do resultado do indice,
enquanto que para a bilirrubina a concentragédo no dia 0 representa 67% e a diferenca entre 0s
dias 0 e 28 os outros 33%. Na segunda etapa os indices parciais foram padronizados de acordo

com as médias e desvios padroes encontrados em vacas “saudaveis” (Bertoni et al., 2008).

IFH =

[<I albumina — 17, 71) (I colesterol — 2,57 ) (I bilirrubina — 6, 08)
1,08 0,43 2,17

| = indice
O IFH varia de -12 a +5 e indica alta e baixa resposta inflamatoria, respectivamente.

Valores acima de 0 sdo considerados benéficos (Bertoni & Trevisi, 2013).
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Todos os parametros foram avaliados levando-se em conta os trés grupos
experimentais. Apos, independente do grupo, os animais foram retrospectivamente agrupados
em dois grupos de acordo com o IFH observado (alto e baixo), e os parametros foram

novamente avaliados.

Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software SAS 9.0 (SAS Institute
Inc®., Cary, NC, USA, 2004). Todos os dados medidos ao longo do tempo (haptoglobina,
paraoxonase, AGNES, BHBA, ECC, albumina, bilirrubina, colesterol, calico e fdésforo e
producdo de leite) foram avaliados com a analise de variancia (ANOVA) com o procedimento
MIXED para avaliar efeitos de grupo, tempo e a interacdo grupo x tempo. O IFH entre 0s
grupos foi avaliado usando o procedimento ANOVA. A avaliacdo da distribuicdo de
frequéncias entre os grupos alto e baixo IFH foi feita através do Fisher’s Exact Test. P<,05 foi

considerado resposta estatistica, enquanto tendéncia foi considerada em P<0,10.

Resultados

O IFH das vacas variou de -9,3 a +1,9 e os niveis médios foram de: BUT: -6,3+0,7,
CAT: -59+1,3 e CTL: -7,9£1,1. O IFH néo diferiu entre os grupos (P>0,05, Tabela 1).
Entretanto, quando os animais foram separados em dois grupos (alto e baixo) de acordo com o
IFH, o grupo com alto indice de funcionalidade hepatica (-5,8 a +1,9, n = 7, média = -3,7£1,4)
apresentou 85,7% de animais tratados com butafosfan ou butafosfan e cianocobalamina,
enquanto que no grupo com baixo IFH (-9,3 a -8,3, n = 7, média = -8,9+0,1), 57% dos
animais eram do grupo controle. Essa diferenca ndo foi estatistica (P=0,26).

As concentracdes de albumina, bilirrubina e colesterol, usadas para o calculo do IFH,

ndo foram diferentes entre os tratamentos (P>0,05, Tabela 1), mas a albumina tendeu a ser
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menor no grupo com Baixo IFH (P=0,06). As concentracdes séricas de BHBA foram menores
nos animais do grupo BUT do que nos animais do grupo CTL (P=0,04, Tabela 1). As
concentracdes séricas de AGNE nédo diferiam entre os tratamentos (P>0,05, Tabela 1).
Quando os animais foram categorizados em alto e baixo IFH (independente do grupo de
origem), os animais do grupo alto IFH tiveram menor BHBA (P=0,04) e tenderam a ter menor
AGNE (P=0,07) do que os animais que se encontravam no grupo com baixo IFH.

As concentracdes séricas de paraoxonase e haptoglobina ndo diferiram entre os
tratamentos (P>0,05, Tabela 1) e entre os grupos com alto ou baixo IFH (P>0,05). As
concentracdes séricas de calcio e fosforo ndo foram influenciadas pelos tratamentos (P>0,05,
Tabela 1) e entre os grupos alto e baixo IFH (P>0,05). A producéo de leite e 0 ECC também

ndo foram diferentes em nenhum momento (P>0,05, Tabela 1).

Discussao

Diversos trabalhos ja avaliaram os efeitos do butafosfan e da cianocobalamina sobre
marcadores do metabolismo energético e producdo de leite de vacas leiteiras (Furll et al.,
2010; Pereira et al., 2013a,b). Entretanto, esse é o primeiro estudo avaliando a influéncia
desses compostos sobre o indice de funcionalidade hepatica.

Trabalhos ja demonstraram a seguranca na utilizacdo da associacdo de butafosfan e
cianocobalamina. A utilizacdo dessas substancias ndo sobrecarrega ou causa lesdo hepatica,
além de permitir ainda uma melhora na condicdo geral do orgdo pela reducéo da atividade
beta-oxidativa dos AGNE (Kreipe et al., 2011).

Trabalhos anteriores suportam nossa hipétese de que vacas em melhores condigdes
energéticas tem melhor funcdo hepética. Por exemplo, Bertoni et al. (2008) e Trevisi et al.
(2013) observaram que as vacas com melhor funcdo hepética apresentavam menores

concentracdes de AGNE e corpos cetbnicos, enquanto que Griinberg et al. (2005) observaram
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maiores concentraces de fésforo inorganico em vacas com melhor fungdo hepatica. Neste
trabalho, quando os animais foram separados em dois grupos de acordo com o resultado do
IFH (Alto e Baixo), observamos que o grupo Alto IFH continha mais de 80% dos animais
tratados com butafosfan ou butafosfan combinado a cianocobalamina, além de apresentar
menor concentracdo de BHBA e tendéncia de menor AGNE, o que nos indica o uso potencial
desses compostos para melhorar a funcdo hepatica através da melhoria no metabolismo
energético dos animais. A mobilizacéo lipidica em excesso pode favorecer o acimulo de TAG
no figado e prejudicar ainda mais a funcdo hepatica (Bobe et al., 2004). Em contrapartida, o
IFH nédo diferiu entre os grupos BUT, CAT e CTL, apesar dos animais do grupo BUT
apresentar menores concentracdes sericas de BHBA do que os animais do grupo CTL (Tabela
1).

NOs esperdvamos melhores resultados com o uso da associa¢do do butafosfan com a
cianocobalamina e atribuimos os resultados do grupo BUT ao namero limitado de animais em
cada grupo. Apesar disso, os resultados do grupo BUT séo suportados pelo papel do foésforo
no metabolismo hepético de carboidratos, ja que muitos intermediarios na rota gliconeogénica
devem ser fosforilados (Berg et al., 2006). De acordo com Grinberg et al. (2009), pequenas
reducdes nas concentracdes de fdésforo citosélico apds o parto podem afetar a atividade
metabolica do figado.

Este trabalho foi realizado com primiparas. Analisando as concentracdes médias de
AGNE e BHBA, além da producdo de leite e a manutencdo do ECC em todos 0s grupos
(Tabela 1), fica claro que os animais passaram por um baixo desafio metabolico (Kreipe et al.,
2011; McAart et al., 2013). Neste caso, os tratamentos ndo tiveram os efeitos esperados, uma
vez que a maioria dos trabalhos com a associagéo de butafosfan e cianocobalamina (Catosal®)
tem sido realizado com multiparas, de elevado mérito genético e alta producéo leiteira (Frll

et al., 2010; Kreipe et al., 2011; Pereira et al., 2013b), em que o0 balango energético negativo
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intenso € uma ameaga constante. Além do mais, baixas concentracdes de cianocobalamina e
fosforo ocorrem principalmente em vacas de alta producéo leiteira (Girard & Matte, 2005;
Grinberg et al. 2009). Portanto, acreditamos que a utilizacdo dos tratamentos em vacas com
alta demanda metabolica poderia resultar em respostas mais satisfatorias.

Neste trabalho, os resultados gerais do IFH (Tabela 1) demonstram baixos indices de
funcionalidade hepatica, o que pode indicar que os animais tiveram de passar por algumas
condicdes inflamatdrias durante o periparto. Situaces como troca de dieta, ambiente,
interacdo social, entre outros, pode estimular respostas inflamatorias que afetam a
funcionalidade hepatica. O fato de termos trabalhado com novilhas nos faz crer que a
transicdo para a lactacdo pode ter sido demasiadamente estressante e que 0s animais ja
apresentavam processos inflamatorios subclinicos antes do parto (Bertoni et al., 2008).

Nenhum dos parametros usados para o calculo do IFH foi afetado pelos tratamentos.
Entretanto, n6és observamos algumas peculiaridades com relacdo a alguns marcadores. De
maneira interessante, as concentracdes medias de albumina ficaram abaixo do fisioldgico para
a espécie (2,7-3,8 mg/dL, Tabela 1), o que pode nos indicar a incapacidade hepatica de sua
sintese. Baixas concentracfes de albumina podem indicar infiltracdo gordurosa no figado
(Bobe et al., 2004) e baixa funcdo hepatica (Burke et al., 2010). Além disso, altas
concentragcdes de albumina no dia 28 sdo importantes para a melhora do IFH (Bertoni &
Trevisi, 2013). As concentrac6es de bilirrubina foram duas vezes mais altas que o considerado
normal em vacas “saudaveis” para 0 periodo, fato que pode indicar a incapacidade das
enzimas hepaticas de fazerem sua depuracdo (Bertoni & Trevisi, 2013), provavelmente em
virtude da baixa funcionalidade hepatica.

Apesar de ndo serem utilizadas para o calculo do IFH, as proteinas de fase aguda
(haptoglobina e paraoxonase) sdo importantes indicadoras de processos inflamatérios e estdo

associadas as mudangas no padrdo de sintese hepatica (Bertoni et al., 2008). Neste estudo, as
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concentracdes de haptoglobina somente retornaram aos valores considerados “fisioldgicos”
(abaixo de 0,2 g/L (Bertoni et al., 2008) ao término do primeiro més de lactacdo, em todos 0s
grupos. Normalmente o pico de haptoglobina ocorre na primeira semana apos o0 parto e atinge
0,4 a 0,5¢0/L (Bertoni & Trevisi, 2013), mas nds observamos pico ao parto e concentracdes
bem mais altas, o que nos faz crer que a transicdo a lactacdo possa ter sido demasiadamente
estressante para as novilhas e que os animais ja apresentavam processos inflamatorios
subclinicos importantes no pré-parto (Bertoni et al., 2008).

Raros sdo os trabalhos que avaliaram a acdo direta desses compostos sobre
marcadores inflamatorios. No trabalho de Nuntaprasert & Watanapongchart (2006), o
Catosal® foi capaz de reduzir a resposta de fase aguda através da diminuicdo das
concentracdes de haptoglobina, fator de necrose tumoral e interleucina-6. Entretanto, nesse
estudo as avaliagbes foram feitas minutos apos a administracdo das substancias, diferente de
nos que avaliamos as respostas um dia apds. Esse fato nos dd um indicio da rapida acéo e
resposta desses compostos, principalmente se levarmos em conta a meia vida plasmatica do
butafosfan de apenas 116 minutos (EMEA, 2000).

Achados de Furll et al. (2010) e Deniz et al. (2008) comprovam os beneficios da
utlizacdo do butafosfan e da cianocobalamina no pré-parto sobre marcadores do metabolismo
energético. Portanto, a utilizacdo desses compostos no pre-parto pode contribuir para uma
resposta mais acurada sobre a influéncia desses tratamentos no IFH, e realmente avaliar se o
butafosfan e a cianocobalamina tém o potencial de extrapolar os efeitos beneficios sobre o
metabolismo energético para o indice de funcionalidade hepatica. Além disso, mais trabalhos
devem ser encorajados nessa area, principalmente com a utilizagdo de vacas de alto desafio

metabolico e que realmente se beneficiem dos efeitos do butafosfan e da cianocobalamina.
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Concluséo
No presente estudo o tratamento com butafosfan ou butafosfan associado a
cianocobalamina na foi capaz de alterar o indice de funcionalidade hepatica de vacas leiteiras

primiparas.
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Tabela 1

Médias (xerro padrdo da média) de pard@metros metabdlicos (paraoxonase, haptoglobina, albumina, colesterol, bilirrubina, célcio, fésforo), IFH,
ECC e producdo de leite de vacas primiparas tratadas com Butafosfan, Butafosfan e Cianocobalamina (Catosal) ou solugdo fisioldgica
(Controle).

ParAmetro Grupos Valor de P
BUT CAT CTL Grupo Dia Grupo x Dia

IFH? -6,38 -5,94 -7,97 0,31 - -

BHBA? (mmol/L) 0,421%+ 0,02 0,455+ 0,02 0,500°+ 0,02 0,04 <0,0001 0,88
AGNE? (mmol/L) 0,307 £ 0,02 0,359+0,02 0,342+0,02 0,10 <0,0001 0,12
Paraoxonase (U/L) 919+54 100,0 £5,7 106,2 £5,8 0,20 0,09 0,61
Haptoglobina (g/L) 0,420 + 0,1 0500+0,1  0,494+0,1 0,77 <0,0001 0,43
Albumina (g/L) 247+0,1 259+0,1 2,61+0,1 0,23 0,14 0,85
Colesterol (mg/dL) 103,1£3,6 108,7 £4,0 109,5+4,1 0,41 0,01 0,88
Bilirrubina (mmol/L) 11,10+£0,4 11,57 £0,5 11,33+£0,5 0,83 <0,0001 0,07
Célcio (mg/dL) 9,62+0,1 9,56+0,1 9,29+0,1 0,31 0,06 0,53
Fosforo (mg/dL) 6,13+0,2 6,05+0,2 6,28 +0,2 0,76 0,15 0,45
ECC’ 256+0,1 2,58+0,1 2,47+0,1 0,49 0,99 0,77
Producéo de (L/dia) 1923+1,3 20,13+1,2 19,18 £1,3 0,84 0,03 0,47

a*tj Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05). P<0,10 indicam tendéncia.
! indice de funcionalidade hepatica' ® Beta hidroxibutirato; ® Acidos graxos no esterificados; * Escore de condicéo corporal.
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5 CONCLUSAO GERAL

No presente estudo o butafosfan e o butafosfan associado a
cianocobalamina ndo foram capazes de alterar o indice de funcionalidade hepatica
de vacas leiteiras primiparas. Mais estudos sdo necessérios para determinar se a
utilizacado desses compostos durante o pré-parto e em animais com elevado desafio
metabdlico pode potencialmente melhorar a funcionalidade hepética através da
melhoria do perfil energético das vacas. Uma das dificuldades do trabalho foi o
namero limitado de animais e a falta de multiparas disponiveis no momento da

realizacdo do trabalho.
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