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RESUMO

No inicio da lactacdo, alteracbes metabdlicas produto do severo balango
energético negativo (BEN) predispdem ao desenvolvimento de lipidose hepética e
cetose. O objetivo deste trabalho foi avaliar, através de indicadores bioquimicos, a
condicdo metabdlica em vacas leiteiras, durante os primeiros 60 dias de lactacdo
submetidas a trés tratamentos preventivos que poderiam melhorar o status energético no
inicio da lactacdo e por tanto, auxiliar na prevencdo de lipidose hepatica e cetose. Além
disso, buscou-se definir quais dos parametros laboratoriais utilizados na avaliacdo da
condicdo metabdlica, seriam mais Uteis no direcionamento do diagnéstico e prevencao
de transtornos metabolicos por lipomobilizacdo. Cinquenta e quatro vacas multiparas da
raca Holandesa foram alocadas em quatro grupos: controle, precursor da glicose (1-2
propaneidol: propileno-glicol: 300 mL/48 horas), protetor hepatico (Mercepton:20
mL/48 horas), e suplemento energético (acidos graxos poli-insaturados protegidos:
Megalac-E:250 g/vaca/dia), administrados durante os primeiros 30 dias apds o parto.
Amostras de sangue e urina foram coletadas nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 apds o
parto, no horario da tarde antes da segunda ordenha, e realizou-se avaliacdo do escore
da condicdo corporal (ECC) em cada amostragem. Foram coletadas amostras de soro e
plasma para analise de acidos graxos ndo esterificados (NEFA), albumina, aspartato-
aminotransferase (AST), R-hidroxibutirato (BHB), colesterol, glicose, globulinas,
proteina total, triglicerideos e uréia, através de espectrofotometria utilizando Kits
diagndsticos. Na urina, determinou-se o pH e corpos cetbnicos. No presente trabalho
foram considerados pontos de corte para cetose subclinica concentragcdes séricas de
BHB >1,4 mmol/L e de NEFA > 0,7 mmol/L. Foi encontrada uma incidéncia de 24%
para cetose subclinica. Os resultados do presente estudo ndao demonstram o efeito
preventivo de nenhum dos trés tratamentos, confirmando que até agora ndo existe
tratamento para superar o BEN. Valores séricos de AST, colesterol total e BHB, assim
como a determinagdo de corpos cetbnicos na urina sao bons parametros bioquimicos no
diagnostico e prognostico de lipomobilizacdo no pés-parto inicial.

Palavras-chave: lipidose hepatica, cetose, indicadores bioguimicos, vaca leiteira.



Metabolic evaluation of dairy cows under three different strategies for preventing

negative energy balance in early postpartum

ABSTRACT

In early lactation dairy cattle experience metabolic alterations, caused by severe
negative energy balance (NEB). This disbalance predisposes the development of fat
liver and ketosis. The aim of this study was to evaluate a metabolic condition by
biochemical indicators in high yielding dairy cows (>25 kg/day) during the first sixty
days of lactation. Cows were subjected to three preventive treatments that we
hypothesed could improve the energy status in early lactation and therefore aid in the
prevention of fat liver and ketosis. In addition, the trial had the aim of defining which of
those laboratory parameters used for evaluating metabolic condition would be more
useful for diagnostic and prevention of metabolic disease resulted from lipolysis. Fifty
four multiparous Holstein cows were divided into four groups: control, glucose
precursor (1-2 propaneidol - propylen-glyol: 300 mL/48 hours), hepatic protector
(Mercepton 20 mL/ 48 hours), and protected fatty acids poli-unsaturated (Megalac-E:
250 g/cow/day). Blood and urine samples were collected on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42
e 49 postpartum and in each period body condition score (BCS) was evaluated. Blood
concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA); aloumin, AST, -hydroxybutyrate
(BHB), total cholesterol, glucose, total protein, urea and triglycerides were determined
through espectrophotometry by diagnostic kits. In urine determinations of ketone bodies
and pH were performed. In the present study a cut-off point for subclinical ketosis was
defined when blood concentration of BHB >1,4 mmol/L and concentration of blood
NEFA > 0,7 mmol/. The incidence of subclinical ketosis was 24%. The results of the
present study do not demonstrate the preventive effect of any of the three treatments for
overcoming the NEB. Serum levels of AST, total cholesterol and BHB and urine ketone
bodies are good biochemical parameters for the diagnostic and prevention of lipolysis in
early postpartum.

Key-words : fatty liver, ketosis, biochemical indicators, early lactation, dairy cattle.
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INTRODUCAO

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO, 2008), a producéo
mundial de leite de vaca em 2007 atingiu 560,5 milhGes de toneladas, das quais 25,3
milhdes de toneladas foram produzidas no Brasil, sexto colocado no ranking
internacional e detentor de 4,5% da producdo mundial. Entretanto, em produtividade,
ocupou a 212 posicdo. O Brasil possui boas oportunidades de se tornar um grande
exportador de lacteos devido a disponibilidade de terra, 4gua, tecnologia e custo de
producdo competitivo, o que ilustra grande potencial de melhoria. Em 10 anos (1997-
2007), a producdo brasileira aumentou 40%, evoluiu de 18,7 bilhdes para 26,1 bilhdes
de litros. O numero de vacas ordenhadas, por sua vez, elevou-se em uma taxa inferior
(23,9%), o que demonstra aumento de produtividade (FAO, 2008). Em 2007, o estado
de Minas Gerais foi 0 maior produtor com 7,275 milhGes de litros, correspondentes a
38,4 % de todo o leite produzido no Brasil. A producdo leiteira do Rio Grande do Sul
ocupou o segundo lugar da producéo nacional, com 2,94 bilhdes de litros anuais (IBGE,
2008).

A atividade pecuéria gaucha ocupa um importante segmento da producgdo
agropecuaria nacional (ROSSATO et al., 1999). Nesse contexto, 0 desenvolvimento da
pecudria leiteira nos ultimos anos tem levado a intensificacdo nos sistemas de producao
com o objetivo de obter maior rentabilidade com o minimo custo (WITTWER, 2000a).
Para atingir este objetivo, nos ultimos 40 anos, tém sido selecionados, através do
melhoramento genético, animais de alta producdo (SONSTEGARD et al., 2001;
CHAGAS et al., 2009), os quais tém sido exigidos metabolicamente para cumprir com
as necessidades produtivas atuais; porém, tal selecdo tem provocado risco aumentado de
doencas metabdlicas (GOFF; HORST, 1997; BUCKLEY et al., 2000). Nesse sentido,
um sistema produtivo eficiente requer que a vaca leiteira tenha um parto por ano, o que
tem sido associado a uma maior incidéncia de transtornos metabdlicos ou “doencas da
producao”. A transicdo que impde a transicdo de gestante ndo lactante a ndo gestante
lactante € uma experiéncia devastadora no metabolismo desses animais, principalmente
nas primeiras duas semanas de lactacdo (GOFF; HORST, 1997).

O pos-parto inicial na vaca leiteira € um periodo caracterizado por fortes
adaptacGes metabdlicas, mudancas que iniciam nas trés Gltimas semanas da gestacéo e
se estendem até a terceira semana de lactacdo (GRUMMER, 1995; DRACKLEY, 1999;
PICKETT et al, 2003; TEDESCO, et al., 2004). Durante esse periodo, 0 requerimento



das demandas energéticas aumenta rapidamente devido ao crescimento fetal e
lactogénese (WATHES et al., 2007). A biologia e 0 manejo da vaca leiteira durante o
periodo de transicdo tém sido pontos centrais de varias pesquisas nas areas de nutricdo e
fisiologia, nos Gltimos 15 anos, devido as severas adaptacfes que a vaca experimenta no
metabolismo de carboidratos, lipideos e minerais no inicio da lactacdo (OVERTON;
WALDRON, 2004). Segundo Drackley (1999), esse periodo corresponde ao limite
bioldgico dos processos metabolicos na vaca leiteira, caracterizado pelas dramaticas
alteracdes metabdlicas e fisioldgicas pelas quais ela atravessa, onde se apresentam
paralelamente a involugdo uterina e o reinicio da atividade ovariana. Apesar disso, 0
periodo de transi¢do continua sendo uma problemética dentro dos rebanhos leiteiros,
resultando em importantes perdas econdmicas consequentes dos desequilibrios
nutricionais que afetam diretamente o desempenho produtivo e reprodutivo desses
animais (DRACKLEY, 1999; HAYIRLI et al, 2002).

O inicio da lactagdo ¢ um periodo muito importante visto que nele a vaca
expressa seu maximo potencial, ainda quando o consumo de alimento se encontra
diminuido, ou seja, quando o consumo de matéria seca ndo acompanha o pico de
producéo, condi¢do conhecida como balanco energético negativo (BEN) (CAMPOS et
al., 2005). Como consequéncia da diminui¢cdo no consumo de alimento, a vaca inicia a
mobilizacdo de suas reservas corporais (lipidicas e protéicas) para compensar o déficit
de energia (JORRITSMA et al, 2003) através dessas vias alternativas para fornecimento
de nutrientes necessarios para a producdo de leite durante as primeiras semanas de
lactacdo (INGVARTSEN; ANDERSEN, 2000; SAHINDURAN et al., 2010). A
capacidade de um animal para se ajustar ao BEN depende do volume de reservas
corporais disponiveis, porém, quando o metabolismo da vaca ndo consegue se adaptar a
essas alteracdes, desenvolve transtornos ou doencas metabdlicas (DUFFIELD et al.,
2009). Essas doengas metabolicas ou “doencas da produgdo” sdo provocadas pelo
desequilibrio entre os nutrientes que ingressam no organismo (glicideos, proteinas,
minerais, agua), seu metabolismo e 0s egressos através das fezes, urina, leite e feto.
Quando esses desequilibrios sdo de curta duracdo e ndo sdo demasiados severos, 0
metabolismo animal pode compensar utilizando suas reservas corporais. Entretanto, se o
desequilibrio é severo ou moderado e persistente, o animal esgota suas reservas
corporais e ocorre a doenga (WITTWER, 2000a).

Lipidose hepatica e cetose sdo transtornos metabolicos que se apresentam
usualmente durante o pds-parto inicial (GRUMMER, 1993; BOBE et al., 2003). O



acumulo de lipideos nos hepatdcitos é comum em vacas leiteiras poucos dias ap6s o
parto, quando a concentragdo sérica de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) esta
aumentada devido a lipolise do tecido adiposo e perda de condi¢do corporal associadas
com déficit energético e as alteracdes endocrinas que acompanham o parto e inicio da
lactacdo (GRUMMER, 1993; GRUMMER, 1995; BERTICS; GRUMMER, 1999). A
cetose se desenvolve principalmente como consequéncia da utilizacdo dos acidos graxos
provenientes da lipdlise e que apresentam uma oxidacao incompleta devido a caréncia
de oxalacetato, em decorréncia da falta do principal precursor gliconeogénico, o
propionato. Ha excessiva transformacdo de triglicerideos em &cidos graxos livres,
através da beta-oxidacdo e producdo excessiva de acetil-CoA que supera a utilizagdo no
ciclo dos 4cidos tricarboxilicos. O resultado é o acumulo de corpos cetdnicos
[acetoacetato (AcAc), B-hidroxibutirato (BHB) e acetona], fato que leva ao aumento da
sua concentragcdo e excrecdo nos fluidos corporais, evidenciando um quadro de
cetonemia, cetondria e cetolactia, com esgotamento do glicogénio hepatico e
hipoglicemia (SURIYASATHAPORN et al., 1999; ORTOLANI, 2003; GONZALEZ;
SILVA, 2006; BRUSS, 2008).

Nesse contexto, a prevencao do desenvolvimento da lipidose hepética e cetose é
necessaria para garantir o bom funcionamento hepéatico no inicio da lactacdo
(BERTICS; GRUMMER, 1999; BOBE et al., 2009). Estratégias para prevenir estes
transtornos podem ser agrupadas em trés categorias: reducdo da concentracdao de AGNE
através da diminuicdo da lipélise do tecido adiposo; aumento da oxidacdo completa de
AGNE por tecidos extra-hepéaticos, ou através do aumento na taxa de exportacao
hepética de lipoproteinas de muito baixa densidade (LMBD) (GRUMMER, 2008). O
uso profilatico de compostos que aumentem a concentracdo de propionato ruminal tem
dado bons resultados no melhoramento do status energético em vacas leiteiras. Com
essa finalidade, podem ser utilizados, desde o dia do parto, precursores gluconeogénicos
tais como propionato de sédio e propileno-glicol (GONZALEZ; SILVA, 2006). O 1,2-
propanodiol (propileno-glicol) é um precursor da glicose a partir da sintese de
propionato, rapidamente absorvido desde o rumen até o figado para ser utilizado na
gluconeogénese (NIELSEN; INGVARTSEN, 2004; MOALLEM et al., 2007). Para
Christensen et al. (1997), o beneficio no metabolismo energético resulta da
administracdo do propileno-glicol via oral, na forma de bolos, fato que estimula a
secrecdo de insulina ao aumentar a concentracdo sérica de glicose. Produtos que

aumentem a densidade energética da dieta também tém sido estudados (GRUMMER;



CAROL 1991; BERTICS; GRUMMER, 1994; PICKETT et al., 2003) com o proposito
de melhorar o BEN em vacas leiteiras. Esses produtos s&o conhecidos como gorduras
protegidas ou gorduras “by-pass”, desenvolvidas como suplementos de alta energia,
usualmente incorporados na dieta de ruminantes para melhorar o desempenho produtivo
e reprodutivo (GRUMMER; CAROL, 1991). Tal suplementacdo poderia melhorar o
status energeético nos tecidos extra-hepéticos fornecendo alta energia no periodo em que
a vaca possui uma queda no consumo de alimento (SANTOS et al., 2008). Dessa forma,
a mobilizacdo de gordura seria menos intensa, resultando em menor prejuizo ao
metabolismo hepético (DRACKLEY, 1999; PICKET et al., 2003). Pesquisas com
produtos que melhorem o metabolismo hepético também tém sido realizadas. Bertics e
Grummer (1999) estudaram os efeitos da suplementacdo com gorduras e metionina
sobre a concentracdo hepatica de triglicerideos em vacas com balanco energético
positivo, submetidas a protocolo de inducgdo de lipidose hepética. Entretanto, Tedesco et
al. (2004) avaliaram o potencial uso da silimarina, protetor hepéatico antioxidante de uso
humano, em vacas leiteiras durante o periodo de transicdo e inicio da lactacdo, sobre o
desempenho produtivo, composicdo do leite e condicdo metabdlica. A escolha do
tratamento preventivo em rebanhos leiteiros de alta producdo depende de um adequado
controle nutricional, particularmente nos periodos de maior vulnerabilidade como o
inicio da lactacdo. Contudo, a prevencdo deve ser focalizada principalmente nas vacas
que se encontram em alto risco de desenvolver transtornos por lipomobilizacdo como as
vacas com excessivo escore de condicdo corporal (ECC), depressdao no consumo de
alimento e rapida perda de peso, ou que apresentem problemas no parto, ou
desenvolvam outros tipos de transtornos metabdlicos ou infecciosos que acentuem a
queda no consumo de alimento e induzam réapida perda do ECC (BOBE et al, 2004). E
por isso que a aplicacdo dos perfis metab6licos sanguineos, em associagdo com as
caracteristicas do rebanho, localizacdo geografica e estado fisiolégico dos animais,
oferece uma importante ferramenta para o diagndstico e prevencdo de distdrbios
metabolicos, muitas vezes presentes em forma subclinica, que afetam a saude, a
fertilidade e a capacidade reprodutiva dos rebanhos (GONZALEZ, 2001). O trabalho é
apresentado na forma de artigo cientifico onde foram avaliadas estratégias para
minimizar o efeito do balangco energético negativo nos primeiros 30 dias apos o parto,
através de indicadores bioquimicos em sangue e urina durante as primeiras oito semanas

de lactacéo.



OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar, sob o ponto de vista metabdlico, o efeito das estratégias terapéuticas: (a)
precursor da glicose 1,2 propanodiol®, (b) fonte direta de energia (4cidos graxos poli-
insaturados protegidos - sais de calcio de &cido linolénico e &cido linoléico)? e (c)
protetor hepatico comercial® administrados nos 30 dias iniciais do pés-parto em vacas
leiteiras para minimizar os efeitos do balanco energético negativo. Os indicadores
bioguimicos serdo medidos no sangue e urina, sob condi¢bes de producao caracteristicas
do Estado do Rio Grande do Sul.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar quais os parametros laboratoriais mais adequados para a avaliacdo da
condicdo metabdlica em vacas leiteiras com producdo >25 litros/dia, no inicio da
lactacdo, especialmente quanto ao diagndstico e prevencdo de transtornos metabolicos
por lipomobilizagéo.

- Estabelecer através dos diferentes indicadores bioguimicos analisados, qual o

tratamento profilatico mais eficiente na minimizacéo do balanco energético negativo.

' Propileno-glicol
> Megalac-E
* Mercepton



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TRANSTORNOS METABOLICOS POR LIPOMOBILIZACAO

Transtornos metabdlicos ou “doencas da produ¢do” sdo provocados pelo
desequilibrio entre o nivel de producdo e o consumo de alimento, doencas que, cada vez
mais, ocupam importante papel na inddstria leiteira devido as perdas econémicas que
podem acarretar ao produtor (DRACKLEY, 1999). Uma definicdo mais recente
proposta por Oetzel (2004) estabelece que as doengas da producgdo incluem além das
doencas nutricionais e metabdlicas, as infecciosas e genéticas. Apesar dos muitos
avangos no conhecimento sobre transtornos metabdlicos, a incidéncia dessas doencas
mesmo em rebanhos com excelente manejo permanece similar aos dados publicados ha
décadas, isto sugere que o aumento na incidéncia dessas doengas mantém estreita
relagdo com o aumento da producdo de leite (MULLIGAN; DOHERTY, 2008). A
apresentacdo de transtornos metabdlicos por lipomobilizagdo ocorre durante o pds-parto
inicial (entre a 22 e 42 semana de lactacdo) (GOFF; HORST, 1997). Sugere-se que estas
doencas podem ser provocadas pelo excessivo acumulo de lipideos no interior dos
hepatocitos, processo inicialmente desenvolvido durante as Ultimas semanas da gestacéo
(KATOH, 2002). O inicio da lactacdo em vacas leiteiras é caracterizado por deficiéncias
de energia, proteina, calcio e outros minerais (BUSATO et al., 2002), periodo no qual
h& mobilizacdo das reservas lipidicas e protéicas para compensar o déficit energético e
garantir a lactacdo (VAN KNEGSEL et al., 2007; WATHES et al., 2007). Varios
pesquisadores tém denominado esse periodo como “periodo de transi¢do”, definido
como o intervalo entre as trés ultimas semanas de gestacdo e as trés primeiras semanas
de lactagio (GRUMMER, 1995; DRACKLEY, 1999; PICKETT et al, 2003;
TEDESCO, et al., 2004; SMITH; RISCO, 2005; SEIFI et al., 2007); considerado o
periodo mais critico do ciclo da lactagdo na vaca (DOEPEL et al., 2002; MELENDEZ;
RISCO, 2005). Trata-se de curto espagco de tempo, caracterizado por alteracGes
nutricionais, metabdlicas, hormonais e imunologicas que tém marcado impacto sobre a
incidéncia de doencas metabolicas e infecciosas (LOISELLE et al., 2009). Durante esse
periodo, a vaca enfrenta um subito e severo incremento nas demandas de energia
impostas pela glandula mamaria no inicio da lactacdo, exatamente quando o consumo
de alimento se encontra fortemente diminuido, o que causa um balango energético

negativo (BEN), que, por sua vez, induz movimentagdo das reservas lipidicas e



protéicas (DOEPEL et al., 2002; NIELSEN; INGVARTSEN, 2004; JUCHEM et al.,
2004; CAMPOS et al., 2005). O BEN se caracteriza pela continua perda de peso e
mobilizacdo das reservas corporais nas primeiras 10 ou 12 semanas de lactacdo (RIZOS
et al., 2008), acontecimento que provoca uma serie de adaptacdes metabdlicas nos
diferentes tecidos e consequentemente glicogendlise, gliconeogénese e mobiliza¢do dos
lipideos de reserva (BARRQOS, 2001). A maior parte dessa mobiliza¢do ocorre durante a
primeira (TAMMINGA et al., 1997) e a segunda semanas de lactacdo (BARROS, 2001)
e, quando o BEN é excessivo, ha desequilibrio entre o metabolismo hepatico dos
carboidratos e lipideos que pode predispor ao desenvolvimento do complexo lipidose
hepética-cetose  (GOFF; HORST, 1997; DRACKLEY, 1999; NIELSEN;
INGVARTSEN, 2004). A lip6lise produz aumento na concentracdo de acidos graxos
ndo esterificados (AGNE) e de corpos cetbnicos, principalmente R-hidroxibutirato
(BHB) (WHITAKER, et al., 1999; INGVARTSEN; ANDERSEN, 2000; LOISELLE et
al., 2009). Porém, frequentemente sdo mobilizadas quantidades de AGNE maiores que
as requeridas, particularmente em vacas com excessivo escore de condicdo corporal
(BOBE et al., 2004).

3.1.1 Complexo lipidose hepética-cetose em vacas leiteiras de alta producao.

Lipidose hepatica e cetose sdo transtornos metabolicos relacionados que
usualmente se apresentam no inicio da lactagdo como consequéncia do balango
energético negativo (DRACKLEY et al., 1992; GRUMMER, 1993), devido ao desafio
metabolico imposto pelos altos requerimentos de energia e proteina indispensaveis para
suprir as necessidades de manutencdo e lactacdo, as quais ndo podem ser compensadas
através da alimentacdo (JUCHEM et al., 2004; VAN KNEGSEL et al., 2008). O
consumo de alimento apresenta uma queda aproximadamente de 82% na Gltima semana
da gestacdo e permanece assim, no minimo, durante as primeiras cinco semanas da
lactacdo (GOFF; HORST, 1997). Como alternativa, nessa fase, a vaca mobiliza suas
reservas de gordura e aminoacidos para serem utilizadas como fonte de energia através
da lipolise e protedlise (GOFF; HORST, 1997; JUCHEM et al., 2004; RUKKWAMSU
et al, 2005). Na lipdlise, os triglicerideos do tecido adiposo séo hidrolisados pela acdo
da lipase horménio sensivel (LHS) a trés acidos graxos e glicerol. O glicerol que nédo

pode ser utilizado pelo tecido adiposo, devido a caréncia deste em enzima glicerol
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quinase, é direcionado ao figado para formar glicose, via gliconeogénese (ciclo dos
acidos tricarboxilicos) ou para entrar na rota glicolitica. No figado, o glicerol é
convertido a glicerol-3-fosfato e depois transformado em diidroxiacetona fosfato, um
intermediario da glicélise e gliconeogénese (GONZALEZ; SILVA, 2006). O transporte
até o figado é feito através da albumina, quando séo, entdo, chamados de &cidos graxos
ndo esterificados (AGNE). Os &cidos graxos mais importantes sdo os de cadeia longa,
especialmente o palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico (GONZALEZ;
SILVA, 2006). No figado, os AGNE podem ser: (1) oxidados em CO, e agua; (2)
parcialmente oxidados para produzir corpos cetonicos para serem utilizados como fonte
de energia por outros tecidos principalmente, muscular e nervoso; ou (3) re-esterificados
em triglicerideos (TG) ou fosfolipideos (RUKKWAMSU et al, 2005; DRACKLEY et
al., 2001; BRUSS, 2008; GRUMMER, 2008), os quais séo ligados a apoproteina B,
para logo depois formar lipoproteinas de muito baixa densidade (LMBD) (YUGUANG
et al., 1996). No entanto, o figado do ruminante possui uma capacidade reduzida para
secretar TG através de LMBD (GRUMMER, 1995) e, quando ultrapassa sua
capacidade, desenvolve infiltracdo de gordura no interior dos hepatdcitos (GRUMMER,
1993). Uma das consequéncias dessa infiltracdo é a lipidose hepatica, condicdo que
diminui paralelamente a concentracdo hepatica de glicogénio e predispde o animal ao
risco de desenvolver cetose (DRACKLEY, 1999).

3.1.1.1 Etiologia da lipidose hepéatica em vacas leiteiras

A lipidose hepatica, também conhecida como sindrome do figado gorduroso ou
esteatose hepética, € uma sindrome decorrente de anormalidades no metabolismo dos
carboidratos e lipideos (OHTSUKA, et al., 2001). Tem sido relatada em humanos
(GUZZALONI et al., 2000) e diferentes espécies animais como equinos (JEFFCOT;
FIELD, 1985), bovinos (GRUMMER, 1993; BAUNCHART et al., 1996), ovinos
(SNOOK, 1939), caninos (STROMBECK; GUILFORD, 1995; RICTHER, 2005),
felinos (BIOURGE, 1993), aves (JAMES et al.,, 2000) e primatas (BRONSON et
al.,1982); contudo, o seu desenvolvimento € mais grave em vacas leiteiras no inicio da
lactacdo, em gatos obesos com anorexia e em equideos de pequeno porte, como poneis e
asnos anoréxicos. Em vacas leiteiras, a lipidose hepatica, também é conhecida como
sindrome da vaca gorda (RUKKWAMSUK et al., 1999; BOBE et al, 2004), faz
referéncia ao excessivo acimulo de TG no interior dos hepatocitos (JORRITSMA et al.,
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2001) como resultado da alta concentracdo sérica de AGNE (GRUMMER, 2008). Essa
elevacdo pode ser uma resposta fisioldgica ao BEN ou as mudangas hormonais
relacionadas com o parto e inicio da lactacdo, as quais induzem o desequilibrio entre sua
taxa de oxidacdo e esterificacdo em TG e estdo associadas com prejuizo no metabolismo
hepatico (GRUMMER, 1993; DRACKLEY, 1999; KATOH, 2002; MELENDEZ;
RISCO, 2005; GRUMMER, 2008). A lipidose hepética é considerada o principal
transtorno metabdlico de vacas leiteiras de alta e média producéo no inicio da lactacéo e
tem sido associada com producdo diminuida, deficiente desempenho reprodutivo e
baixa imunidade (JORRITSMA et al., 2001; BOBE et al., 2004; MELENDEZ; RISCO,
2005; RUKKWAMSUK et al, 2005; GRUMMER, 2008). Neste sentido, tem sido
associada com alteracGes da imunidade celular e humoral como uma das principais
causas do aumento na suscetibilidade a infeccbes como mastite e metrite (GOFF;
HORST, 1997), doengas cujo prejuizo tem sido estimado entre 200 e 400 ddlares
americanos, por episodio durante a lactacdo (SMITH; RISCO, 2005). Segundo Drackley
et al. (1999), os problemas na saude que se apresentam no periodo de transicdo sdo
refletidos ndo somente no pico, mas também durante o ciclo completo da lactacdo. A
lipidose hepatica se manifesta principalmente durante as primeiras quatro semanas apos
o parto (GRUMMER, 1993). Fisiologicamente o figado em vacas higidas possui <1%
de TG com base no seu peso total (JORRITSMA et al., 2001). Apesar disso, durante o
poés-parto inicial, 5 a 10% das vacas podem apresentar lipidose hepéatica severa
(acumulo de TG >10%), enquanto que, 30 a 40% podem apresentar lipidose hepatica
moderada (acimulo de 5-10% de TG) (BOBE et al., 2004). Isto sugere que, pelo menos
50%, das vacas no inicio da lactacdo apresentam algum tipo de acumulo de TG no
interior dos hepatécitos (JORRITSMA et al., 2000). Segundo Bobe et al. (2004),
existem fatores de risco associados com desenvolvimento da lipidose hepatica que
podem ser agrupados em trés categorias: nutricdo, manejo e genética. O principal fator
de risco nutricional associado a lipidose hepatica é a obesidade (GRUMMER, 1993;
SMITH et al., 1997). A reducdo do consumo de alimentos, especialmente, na Gltima
semana antes do parto é relatada como um dos principais fatores predisponentes dessa
doenca (BERTICS; GRUMMER, 1999), evento mais pronunciado em vacas com
excessivo escore de condicao corporal (BOBE et al., 2004), visto que a nutri¢do, no fim
da lactacdo, mais especificamente no periodo seco, pode conter mais energia que a

necessaria. Para autores como Bertics e Grummer, (1999), Bobe et al., (2004) e Seifi et
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al. (2007), o fim da gestacdo e inicio da lactacdo séo caracterizados por fortes alteragdes
enddcrinas e metabolicas que viabilizam a utilizagdo de todos os nutrientes que a vaca
consome para sintese de leite e nutricdo do recém nascido. Esse € um periodo critico,
porque o consumo de alimento se encontra no ponto mais baixo do ciclo da lactacao
(GRUMMER, 2008). Segundo Bertics e Grummer (1999), Hayirly et al. (1999) e
Ingvartsen e Andersen, (2000), o consumo de matéria seca comeca a diminuir, em
aproximadamente 32%, trés semanas antes do parto e atinge o nadir entre 0 5° e 7° dia
antes do parto e ndo se reinicia antes do segundo dia pos-parto (GOFF; HORST, 1997),
condigdo que determina a mobilizacdo de acidos graxos armazenados no tecido adiposo
(VAN KNEGSEL et al., 2007; MULLIGAN; DOHERTY, 2008) para serem utilizados
como fonte direta de energia por tecidos periféricos (BRUSS, 2008). O aumento na
concentracdo de AGNE inicia duas a trés semanas antes do parto e continua durante o
pos-parto inicial, associando-se com acumulo hepético de triglicerideos e aumento da
producéo de corpos cetonicos (CHRISTENSEN et al., 1997). O tipo de alimentacdo que
causa excessiva condi¢do corporal é composto por uma dieta pobre em fibra e rica em
glucidios e proteinas (SMITH et al., 1997).

Garnsworthy e Topps (1982) relataram que a quantidade de gordura corporal
presente no momento do parto e inicio da lactacdo tem um efeito fisioldgico negativo
sobre o consumo de alimento durante os primeiros dois a trés meses de lactacdo, ao
observar que vacas obesas perdiam relativamente mais pontos de escore de condicdo
corporal durante o inicio da lactacdo, quando comparadas com vacas de condicéo
corporal menor, o que aumentava o risco de desenvolver cetose. Nesse contexto, vacas
com excessivo escore de condicdo corporal (ECC >4,0) apresentam aumento da lip6lise
durante o pds-parto inicial, guando comparadas com vacas de condicdo corporal normal
(ECC em torno de 3,0 a 3,5) devido ao baixo consumo de matéria seca que apresentam
no inicio da lactacdo, o que provoca um BEN mais severo (JORRITSMA et al., 2001;
JUCHEM, et al., 2004), em virtude do grande aporte de &cidos graxos livres que o
figado recebe (BOBE et al., 2004). Esta infiltragdo de gordura é particularmente
importante devido ao papel que o figado desempenha como 6rgéo centralizador do
metabolismo, o qual responde por 85% da sintese de glicose através da gliconeogénese
(MULLIGAN; DOHERTY, 2008). Desse modo, a infiltracdo lipidica torna a vaca mais
suscetivel a desenvolver outros transtornos como cetose (SMITH et al., 1997;
OIKAWA; OETZEL, 2006; BRUSS, 2008), deslocamento de abomaso (TEDESCO et
al., 2004), retencdo de placenta e mastite (DRACKLEY et al., 1999), doencas que
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alteram o0 sistema imune diretamente ou através do BEN (INGVARTSEN;
ANDERSEN, 2000) e comprometem seriamente a saude e os desempenhos produtivo e
reprodutivo desses animais (RUKKWAMSUK et al., 1999; MELENDEZ; RISCO,
2005; ADEWUYI et al., 2006). Para Melendes e Risco (2005) e Mulligan e Doherty
(2008) tém associado outros fatores de manejo da vaca leiteira que ndo a nutricdo como
mais importantes no desenvolvimento da lipidose hepética. Entre esses, 0s autores
referem o local onde permanecem as vacas (alteracbes na hierarquia do grupo, na
composicao da dieta e nos tratadores), falta de exercicio durante as ultimas semanas da
gestacdo, inadequada condicdo sanitdria, meio ambiente com alta temperatura e
umidade e ventilacdo inadequada. Outro fator importante a considerar estad associado
com a qualidade dos alimentos. Alimentos de baixa qualidade como silagem de milho
com alta concentracdo de acido butirico seria responsavel por fornecer uma alta
concentracdo de BHB e deprimir o consumo de matéria seca (BOBE et al., 2004).

A hereditariedade da lipidose hepéatica ndo tem sido comprovada, mas para
autores como Bobe et al. (2004), fatores genéticos que aumentam a probabilidade de
desenvolver lipidose hepatica podem incluir mutacbes que afetam diretamente o
consumo de alimento, ou o metabolismo lipidico no tecido adiposo e hepatico, ou que
afetem a secrecdo hepéatica desses lipideos. Mais especificamente, mutacfes que
aumentem a lipogénese hepatica e a lipdlise do tecido adiposo e diminuam a beta-
oxidacdo e a sintese e excrecdo hepatica de acidos graxos. Porém, em gado leiteiro ndo
tém sido encontrados genes que promovam o aumento da incidéncia da lipidose
hepética. No entanto, Geishauser et al. (1996), Van Dorp et al. (1998) e Dutfiel (2000)
encontraram associacdo de hereditariedade entre cetose e deslocamento de abomaso,
doencas estreitamente relacionadas com lipidose hepética, estimadas em 32% e 24%,
respectivamente. Fisiologicamente, o aumento da concentracdo plasmatica de acidos
graxos causa secrecdo de insulina, o que inibe a liberacdo de acidos graxos pela sua
acao sobre a lipase horménio-sensivel (GONZALEZ; SILVA, 2006). Em vacas leiteiras
com excessivo escore de condi¢do corporal no momento do parto, ha desequilibrio entre
a liberacéo de acidos graxos e o acumulo de triglicerideos no figado. Segundo Oikawa e
Oetzel (2006), na lipolise, os TG armazenados nos adipocitos sao hidrolisados por agdo
da lipase hormonio-sensivel e o descontrole da lipdlise periférica poderia estar
associada com a menor resposta ou menor sensibilidade a insulina, ou & combinacao
destas, ou ainda, poderia ser induzida pela alta liberagdo de &cidos graxos durante

periodos de inani¢do, assim como também pelo aumento na liberagdo de glucagon e
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horménio do crescimento (GONZALEZ; SILVA, 2006). Estados de resisténcia a
insulina tém sido relatados em vacas leiteiras com severa lipidose hepética e associados
com alta atividade do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (OHTSUKA et al., 2001),
citoquina pro—inflamatoria que afeta a homeostase da glicose e metabolismo dos
lipideos (OIKAWA,; OETZEL, 2006). Quando existe secrecdo insuficiente de insulina,
como no caso do consumo insuficiente de alimento no pés-parto inicial, a lipase
lipoprotéica é incapaz de realizar a hidrdlise dos triglicerideos, fazendo com que esses
retornem e sejam acumulados no figado. Existe evidéncia recente que afirma que a
excessiva mobilizagdo de &cidos graxos que resulta no aumento de AGNE e corpos
cetbnicos pode exacerbar a resisténcia a insulina em vacas leiteiras em lactacdo
(BOSSAERT et al., 2008). Contudo, a etiologia da lipidose hepatica envolve uma série
de fatores associados com consumo insuficiente de alimento, alimentos de baixa

qualidade e alteracdes hormonais ligadas ao final da gestacdo, parto e inicio da lactagéo.

3.1.1.2 Etiologia da cetose das vacas leiteiras

A cetose é um transtorno metabdlico economicamente importante em vacas
leiteiras de alta producdo (AL-RAWASHDEH, 1999; ENJALBERT et al., 2001) e é
ocasionado pelo desequilibrio no metabolismo de carboidratos e lipideos, como
consequéncia do BEN que ocorre principalmente entre a 22 e 72 semana apds o parto
(GOFF; HORST, 1997; HERDT, 2000a; NIELSEN; INGVARTSEN, 2004). Tal
importancia econdmica pode ser vinculada tanto a diminuicdo da producdo de leite,
quanto a deficiente eficiéncia reprodutiva que decorre do retardo na reativacdo ovarica,
e subsequentes aumentos nos intervalos parto-primeiro servigo, primeiro Servigo-
concepcao e parto-concepgdo (DUFFIELD et al., 1997; GEISHAUSER et al., 2001;
NIELSEN; INGVARTSEN 2004; GONZALEZ; SILVA, 2006). Além disso, é
responsavel por incrementar o risco de desenvolvimento de transtornos como
deslocamento de abomaso (GEISHAUSER et al., 1997; GEISHAUER, 2001) e
diminuicdo da resposta imune (ENJALBERT et al., 2001). A cetose é classificada
conforme o grau da severidade, em subclinica ou clinica e de acordo com a origem em
priméaria ou secundaria (GEISHAUSER et al., 1998; MANDEBVU et al., 2003). Tanto
a cetose clinica, quanto a subclinica se relacionam com infiltracdo lipidica nos

hepatocitos, possivelmente por irregularidades na 3-oxidacéo dos acidos graxos, ou pela
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limitada capacidade que o figado dos bovinos possui para exportar triglicerideos na
forma de LMBD (GRUMMER, 1995). Essa doenca se caracteriza pelo aumento na
concentracdo de corpos cetonicos (BHB, AcAc e acetona) no sangue (cetonemia), urina
(cetondria), leite (cetolactia) e outros fluidos corporais e estd associada com aumento da
concentracdo de AGNE e diminuicdo dos niveis de glicose no sangue (GOFF; HORST,
1997; GEISHAUSER et al., 1998, MANDEBVU et al., 2003; NIELSEN;
INGVARTSEN, 2004). O quadro clinico é composto por hipofagia, queda na producéo
leiteira, rapida perda de peso e condicdo corporal, letargia e hiperexcitabilidade,
acompanhadas de alteracdes metabdlicas, como hipercetonemia, hipoglicemia,
hipoinsulinemia, altos niveis circulantes de AGNE, aumento na concentracdo hepética
de TG, e baixo teor de glicogénio no interior dos hepatécitos (FONSECA et al., 2003;
BRUSS, 2008). A cetose subclinica se caracteriza pelo aumento na concentracdo de
corpos cetbnicos no sangue, leite e urina, mas auséncia de sinais clinicos (IWERSEN et
al., 2009) exceto por queda na producdo de leite, além de baixos niveis de glicose
(FONSECA et al., 2003). E dificil estimar o prejuizo econdmico da cetose subclinica
devido a grande variacdo dos valores empregados para defini-la, no entanto, para Dohoo
e Martin (1984) e Duffield (1997), um caso de cetose subclinica pode resultar na perda
de U$ 78, enquanto que a cetose clinica pode alcancar U$ 150, por animal
(GEISHAUSER et al., 2001). Existe evidéncia que a lipidose hepatica se desenvolve
antes do inicio da cetose clinica (HAYIRLI, 2006), portanto, essas sao consideradas ha

muito tempo alteracdes metabdlicas relacionas (GRUMMER, 1993).

3.1.3 Patogénese do complexo lipidose hepatica—cetose nas vacas leiteiras

Existem varias revisdes sobre o desenvolvimento da lipidose hepatica e cetose
em vacas leiteiras (GRUMMER, 1993; DRACKLEY, 1999; BOBE et al., 2004), além
de muitas discussGes sobre a patogénese dessas doencas (OHTSUKA et al., 2001).
Contudo, o ponto principal tem sido a elevacdo dos niveis sanguineos de AGNE
associados com alteracbes hormonais relacionadas ao parto e inicio da lactacdo em
decorréncia do BEN (GRUMMER, 2008). A excessiva mobiliza¢do de acidos graxos é
mais severa em vacas obesas (SMITH et al.,, 1997; RUKKWAMSUK et al., 1999;
BOBE et al., 2004; ADEWUYI et al, 2005; GRUMMER, 2008), porém o acumulo de
lipideos no figado e seus efeitos sobre o metabolismo s&o muito variaveis entre as

vacas, de forma que animais com excessiva condicdo corporal e alto teor de infiltracdo



14

hepatica de gordura podem ndo apresentar alteracdes no metabolismo hepético
(HAMMON et al., 2009). Segundo Bobe et al. (2004), o figado possui <1% de gordura
do seu peso total, na forma de triglicerideos, colesterol, ésteres de colesterol,
fosfolipideos e acidos graxos, o que indica que o deposito de triglicerideos por si s0, ndo
é a causa do disturbio. As taxas de sintese de TG sdo similares entre monogastricos e
ruminantes (PULLEN et al., 1990), mas segundo Grummer, (1995) o figado do bovino é
deficiente em lipase lipoproteica e lipase hepatica, condicdo que ndo somente diminui
capacidade de oxidar &cidos graxos atraves do ciclo dos acidos tricarboxilicos, mas
também limita sua remocéo através de LMBD (ADEWUYI et al., 2005; GRUMMER,
2008). O aumento na concentracdo de AGNE em vacas leiteiras resulta em acimulo de
triglicerideos no interior dos hepatdcitos e alteracdo da funcdo hepatica (MULLIGAN;
DOHERTY, 2008). Quando esse limite é atingido, os TG comecam a ser acumulados
no interior dos hepatécitos e o acetil-CoA (resultante da oxidacdo dos acidos graxos)
que ndo € utilizado no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (CAT) é convertido em corpos
cetbnicos (AcAc, BHB e acetona) (GOFF; HORST, 1997; GEISHAUSER et al., 1998;
BRUSS, 2008). Dos trés, o BHB é o corpo cetdnico predominante no sangue e sua
concentracdo é um indice de oxidacdo de acidos graxos (WATHES et al., 2007).
Quando a producdo de corpos cetdnicos ultrapassa sua utilizagdo, esses comecam a se
acumular, o que se refere ao diagnostico de cetose (GOFF; HORST, 1997). O acumulo
de TG no interior dos hepatocitos estd acompanhado com diminuicdo da concentragédo
de lipideos estruturais (colesterol livre, ésteres de colesterol e fosfolipideos),
precursores de energia (citrato) e moléculas armazenadoras de energia (glicogénio)
(BOBE et al., 2004). A lipidose hepatica afeta 0 metabolismo da glicose ao diminuir a
concentracdo de glicogénio,0 que aumenta o risco de apresentar o complexo lipidose
hepética—cetose (DRAKLEY et al., 1992; RUKKWANSUK et al., 1999).

3.2 Uso do perfil metabdlico como ferramenta diagnéstica de transtornos

metabolicos por lipomobilizacdo em bovinos leiteiros.

A maioria dos transtornos metabolicos pode ser detectada mediante o uso de
perfis bioquimicos no sangue (ROSSATO et al., 1999), leite ou urina, nos periodos em
que 0s animais estdo mais susceptiveis, como por exemplo, durante o inicio da lactacéo
(GONZALEZ; SILVA, 2006). O uso dos perfis metabdlicos em bovinos leiteiros
comecou nos anos 60 na Grd Bretanha (WHITAKER et al., 1999). Durante varias
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décadas, a analise dos componentes sanguineos tem sido a forma mais frequente de
conhecer e interpretar o estado de saude da vaca leiteira, basicamente no que se refere a
seu estado metabolico (DUFFIELD et al., 2009). O perfil metabdlico é utilizado
principalmente no diagnostico de transtornos metabodlicos e deficiéncias nutricionais,
convertendo-se numa ferramenta indispensavel no monitoramento preventivo dos
transtornos subclinicos ao brindar informac6es sobre o estado de saude e desempenho
dos animais (DUFFIELD et al., 2009). Esse exame permite estabelecer, por meio de
analises sanguineas de grupos representativos de animais pertencentes a0 mesmo
rebanho, seu grau de adaptacdo as principais vias metabdlicas relacionadas com energia,
proteinas e minerais, 0 que permite comparagdes de resultados com valores referenciais
populacionais (WITTWER, 2000b). Segundo Whitaker et al. (1999), o sucesso na
utilizacdo dos perfis metabolicos consiste em abordar um grupo representativo de
animais dentro de um rebanho, durante um periodo especifico, avaliando alteracfes
nutricionais e metabdlicas, em conjunto com informacgdes sobre idade, producdo de
leite, condicdo corporal e consumo de alimento. O perfil metabdlico em ruminantes
pode ser usado ndo somente para monitorar a adaptacdo metabdlica e diagnosticar
desequilibrios da homeostase de nutrientes, mas também para revelar as causas que
estdo por trds da manifestacdo de uma doenca nutricional ou metabolica (GONZALEZ,
2000). Quando utilizados em conjunto com a historia clinica, exame fisico e outros
testes laboratoriais (hemograma e exame quimico da urina), o perfil bioquimico se torna
ferramenta (til para estabelecer ou confirmar o diagnostico, determinar o prognostico e
monitorar o tratamento (GONZALEZ, 2001). O nimero de metabélitos a serem
analisados pode ser ilimitado, porém deve-se utilizar aqueles que melhor representem as
principais vias metabolicas. Considera-se, em ruminantes, no metabolismo energético
(glicose, colesterol, AGNE e BHB), no metabolismo protéico (roteinas totais, albumina,
globulinas e uréia) e no metabolismo mineral (calcio, fésforo inorganico, magnésio,
potassio, ferro, cobre, zinco, selénio e cobalto). Adicionalmente, podem ser analisadas
enzimas indicadoras do funcionamento hepatico como AST, GGT e GDH (glutamato
desidrogenase) (GONZALEZ; SILVA, 2006).

3.2.1 Diagnostico da lipidose hepatica e da cetose em vacas leiteiras

As vacas leiteiras de alta producdo no inicio da lactagdo experimentam BEN,
devido ao desequilibrio energético a que sdo expostas, durante este periodo.
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Fisiologicamente, o organismo tenta compensar essa queda de energia através da
mobilizacdo das reservas lipidicas, provocando o aumento circulante de AGNE que
resulta no aumento da producdo hepatica de corpos ceténicos (BHB, AcAc e aceona)
(BRUSS, 2008; ZHIGANG et al., 2009). O diagnostico a campo de lipidose hepatica e
cetose é baseado frequentemente no histérico do animal, achados clinicos e resposta
inadequada aos tratamentos tradicionais (SEVINC et al., 1998). Porém, existem
métodos laboratoriais que oferecem diretrizes diagndstica e prognostica dessas doencas
(GONZALEZ; SILVA, 2006). O teste mais comum na determinacdo semiqualitativa de
corpos cetdnicos é o teste de Rothera que se fundamenta na reagdo do nitroprussiato de
sodio em meio alcalino com a acetona ou acetoacetato, produzindo um cromoégeno cor
purpura, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de corpos cetbnicos;
comercialmente disponivel em fitas, tabletes e p6. Esse teste possui maior sensibilidade
para 0 acetoacetato e detecta concentracbes de até 0,5 mmol/L; entretanto, é
completamente insensivel para 0 BHB (BRUSS, 2008). A cetose subclinica pode ser
monitorada a campo atraves dessas fitas reagentes na urina (CAMPOS et al., 2005) e no
leite (GEISHAUSER et al., 2001; OETZEL, 2004). Para determinar a presenca de AcAc
e em menor grau de acetona na urina, também pode-se empregar tabletes comerciais
(Acetest, Bayer) (NIELEN et al., 1994). No entanto, para Oetzel (2004) e Campos et al.
(2005), o melhor teste para avaliar a presenca de corpos cetdnicos na urina é o que
emprega fitas reagentes Ketostix (Bayer). No leite, também podem ser utilizadas fitas
sensiveis para BHB, tanto para diagnéstico de cetose clinica, quanto de subclinica
(JORRITSMA et al., 1998). A determinacdo semiquantitativa de BHB no leite pode ser
feita com fitas comerciais (Ketolac BHB, Keto Test e Sanketopaper) fabricadas por
Sanwa Kanaku Kenkysho (Nagoya, Japan) (OETZEL, 2004). Esse teste se baseia no
método enzimatico preconizado por Williamson et al. (1962) e empregado na
determinacdo quantitativa de BHB, porém se diferencia na producdo de cor visivel ao
olho humano (BRUSS, 2008). Em medicina humana, estdo disponiveis varios sistemas
eletrobnicos de monitoramento da glicemia e cetonemia em pacientes diabéticos
(GUERCI et al., 2005). Baseados nessa tecnologia, Jappesen et al. (2006) realizaram um
estudo utilizando aparelhos (MediSense Precision, Abbott) e encontraram alta
correlagdo (r’=0,99, entre esses valores e os obtidos através de espectrofotometria
tradicional, considerando o uso desses aparelhos adequado na deteccdo de cetose
subclinica também em vacas leiteiras. Com base nesses resultados, Iwarsen et al. (2009)

avaliaram um aparelho eletrénico que determina a concentracdo de BHB no sangue total
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(Precision Xtra, Abbott Diabetes Care) mediante dois experimentos. Um que envolveu
196 amostras sanguineas de vacas Holandesas e identificou alta correlacdo (r’=0,95)
entre os resultados obtidos no aparelho eletrénico e as concentracbes de BHB por
espectrofotometria. O segundo experimento envolveu 35 médicos veterinarios e 926
amostras de sangue, em que o monitor eletronico apresentou sensibilidade de 88 e 96%
para amostras com concentracdes de 1,2 e 1,4 mmol/L, com uma especificidade de 96 e
97%, respectivamente. Houve consideraveis diferencas entre os investigadores, contudo,
os resultados indicaram que o sistema eletrénico de monitoramento para BHB
utilizando sangue total em pacientes diabéticos humanos é uma ferramenta atil no
diagnostico a campo da cetose subclinica nos primeiros 40 dias ap6s o parto em vacas
leiteiras. No diagndstico laboratorial da cetose, utiliza-se a dosagem de BHB em soro ou
plasma (DUFFIELD, 2000), por ser este mais estavel que AcAc e acetona (OETZEL,
2004). ConcentracGes de BHB acima de 1,4 mmol/L, entre 0 5° e 50° dias apds o parto,
sdo utilizadas para diferenciar cetose clinica de subclinica (DUFFIELD, 2000;
GEISHAUER, 2001; OETZEL, 2004; STOKOL; NYDAM, 2006). Assim vacas com
concentracdes acima desse valor sdo consideradas em alto risco de desenvolver cetose
clinica e deslocamento de abomaso (SMITH; RISCO, 2005; IWERSEN et al., 2009).
Cetose clinica esta relacionada a niveis de 2,6 mmol/L ou superiores (OETZEL, 2004).
A importancia da determinacdo de AGNE e BHB no soro se encontra na capacidade que
esses metabdlitos possuem como indicadores de lipomobilizacdo durante o0 BEN no pés-
parto (BELL, 1995; HERDT, 1997; ADEWUYI et al., 2005). (DUFFIELD, 2000;
OETZEL, 2004). Segundo Oetzel (2004) e Adewuyi et al. (2005), a concentragcdo de
AGNE no sangue aumenta como resposta fisioldgica a lipdlise, estimulada pelo BEN e
reflete a magnitude da mobilizacdo de lipidios armazenados no tecido adiposo (BEN),
enquanto que o BHB indica a completa oxidacdo desses &cidos graxos captados pelo
figado, devido aos corpos cetbnicos serem metabdlitos intermediarios da oxidacao
desses &cidos graxos (LOISELLE et al., 2009). Concentragdes de AGNE superiores a
0,7 mmol/L em vacas leiteiras, entre 0 2° e 14° dias antes da data esperada do parto e

entre 0 2° e 17° dia de lactacéo, séo indicativo de excessivo BEN.

3.3 Estratégias preventivas da lipidose hepatica e cetose em vacas leiteiras

As doencas metabodlicas que acometem vacas leiteiras por desequilibrios

nutricionais, principalmente, entre carboidratos, proteinas e lipideos, durante o periodo
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de transicdo tém sido foco de muitas pesquisas. Extensas revisdes sobre etiologia,
diagndstico, tratamento e prevencdo da lipidose hepética e cetose tém sido publicadas
(COTE et al., 1969; KRONFELD, 1982; DOHOO; MARTIN, 1984; GRUMMER,
1993; STUDER et al., 1993; BERTICS; GRUMMER, 1999; JORRITSMA et al., 2000;
BOBE et al., 2004). Grummer (1993), baseado na suposi¢do que a lipidose hepatica
precede a cetose e que a relacdo entre triglicerideos e glicogénio hepético sdo fatores
criticos no desenvolvimento da cetose clinica, sugeriu que a minimizagdo do acumulo
de triglicerideos no interior dos hepatocitos e a maximizacdo dos depdsitos de
glicogénio hepéatico sdo imperativos na prevengdo e tratamento destes transtornos
metabdlicos. O objetivo principal de prevenir o acumulo hepéatico de TG é diminuir, ou
até mesmo eliminar, muitos dos potenciais fatores de risco para o desenvolvimento da
lipidose hepética e cetose (BOBE et al., 2004). Estratégias para prevenir a excessiva
lipomobilizacdo podem ser agrupadas em trés categorias: redugdo da concentragdo de
AGNE através da diminuicdo da lipolise; aumento da oxidacdo completa dos AGNE em
tecidos extra-hepaticos, ou incremento na taxa de exportacdo hepatica através das
LMBD (GRUMMER, 2008). Segundo Bertics et al. (1992), existe uma relacéo inversa
entre 0 consumo de matéria seca e as concentragBes séricas de AGNE e BHB, como
também na concentragdo hepética de triglicerideos. De acordo com esses autores, Petit
et al. (2007) relataram que vacas multiparas com baixo consumo de alimento
apresentaram altas concentraces de AGNE e BHB no soro, acompanhadas de altas
concentracOes de triglicerideos e lipideos totais no figado; assim o baixo consumo de
alimento contribui para aumentar o risco de desenvolver lipidose hepética durante o
pos-parto (VAZQUEZ ANON et al., 1994; VAN DEN TOP et al., 1996). O inicio da
lactacdo é considerado um periodo critico devido ao BEN, mas para alguns autores, ndo
é nesse periodo que a concentracdo de AGNE se encontra elevada e sim nas Ultimas
semanas antes do parto com pico no dia do parto (GRUMMER, 2008). Isto sugere que 0
balanco energético das vacas leiteiras no inicio da lactagdo estd condicionado pelas
mudancas endocrinas que as acontecem nas ultimas semanas da gestacdo e que
promovem a lipolise. Portanto, a primeira estratégia poderia ser atingida através do
consumo de alimento, em virtude desse fator ser determinante na quantidade de acidos
graxos mobilizados até o figado durante o BEN. E por isto que a formulacio da dieta
deve ter objetivo de aumentar a densidade energética da racdo, com o propdésito de
minimizar a magnitude do BEN e reduzir a mobilizacdo de lipideos do tecido adiposo
no periodo imediato antes do parto (GRUMMER, 1993; DRACKLEY et al., 1999). O
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fornecimento adicional de grdos antes do parto tem sido relatado como medida
nutricional que reduz o desenvolvimento de transtornos metabolicos relacionados ao
metabolismo lipidico como a lipidose hepatica, ao aumentar a densidade energética da
dieta (GRUMMER, 1993). Dessa forma, a alimentacdo adicional com grdos promove a
producédo de propionato no rimen e induz secre¢do de insulina, horménio antilipolitico.
Outro beneficio adicional da suplementagéo adicional com gréos poderia ser o aumento
da digestibilidade e, portanto se estimularia o consumo de matéria seca (GRUMMER,
2008). No entanto, Holtenius et al. (2003) sugeriram que o fornecimento de uma dieta
com alto conteldo de grdos no pré-parto, induziria um prolongado aumento da
concentracdo de insulina, podendo induzir um estado de resisténcia a insulina que
levaria ao aumento da lipdlise com o risco de desenvolver lipidose hepética. Porém, o
efeito da dieta sobre o desenvolvimento de estados de resisténcia a insulina durante o
pré-parto em vacas leiteiras ndo tem sido amplamente estudado (GRUMMER, 2008). O
uso de gordura e 0leo na dieta de vacas leiteiras tem se tornado uma pratica habitual
para aumentar a densidade energética da dieta (DRACKLEY, 1999). Recentemente, tém
sido utilizados sais de célcio de acidos linolénico e linoléico como suplementos
energéticos que melhoram o balango energético em vacas leiteiras no periodo de
transicdo (VETH et al., 2006). Essa estratégia nutricional supde que, ao fornecer &cidos
graxos na dieta, esses serdo incorporados através da sintese intestinal em lipoproteinas e
metabolizados principalmente por tecidos extra-hepaticos e glandula mamaria, de forma
que os acidos graxos mobilizados do tecido adiposo serdo utilizados pelo figado
(OVERTON; WALDRON, 2004; GRUMMER, 2008). Contudo, segundo Grummer e
Carroll (1991) e Bertics e Grummer (1999), a concentracdo serica de AGNE e o
acimulo hepatico de TG aumentam em vacas suplementadas com gordura,
provavelmente porque a taxa de esterificacdo de acidos graxos diminui (GRUMMER,
1993). Esse fato, ao aumentar a disponibilidade de gordura na dieta também aumenta a
possibilidade de desenvolver lipidose hepéatica, ou mesmo diminuir a funcionalidade
hepatica. A primeira e terceira estratégias poderiam ser acompanhadas através da
administracdo de substancias farmacoldgicas, ou aditivos dietéticos, como por exemplo,
niacina, colina, metionina, ou propileno-glicol (BOBE et al., 2004). Os aditivos
dietéticos podem ser classificados em diferentes categorias, dependendo do modo de
acdo: diminuicdo da lipdlise, melhoramento da secrecdo hepética de LMBD, ou
aumento da oxidacgdo hepatica de acidos graxos (GRUMMER, 2008). Compostos que
podem diminuir a lipdlise no tecido adiposo incluem 1,2 propanodiol (propileno-glicol),
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monensina, cromo, niacina e &cido linoléico conjugado, enquanto que metionina e
colina ajudam a melhorar a exportacdo hepéatica de LMBD (GRUMMER, 2008). As
vitaminas sdo micronutrientes essenciais para o funcionamento normal do organismo e
desenvolvem intmeras funcGes metabdlicas, principalmente como coenzimas, isto é,
desempenham uma importante influéncia sobre o metabolismo animal (GIULIODORI,
2002). O 1,2 propanodiol (propileno-glicol) é uma reconhecida substancia empregada
no tratamento da cetose em ruminantes, desde a década de 50 (KRISTENSN et al.,
2002). A substancia foi utilizada para combater o balangco energético negativo apdos o
parto e prevenir a ocorréncia de cetose e lipidose hepética, devido as propriedades
gliconeogénicas que modificam o metabolismo em vacas leiteiras (NIELSEN;
INGVARTSEN, 2004; MIKULA et al., 2008). A administra¢ao oral de 1 litro de PG
durante os 10 ultimos dias da gestacdo tem demonstrado efetividade na prevencdo da
lipidose hepética e cetose, ao incrementar as concentragcdes plasmaticas de glicose e
insulina enquanto que diminui as concentracfes de AGNE e BHB (STUDER et al.,
1993; DUFFIELD, 2000; NIELSEN; INGVARTSEN, 2004). Tal efeito foi informado
por Christensen et al. (1997), ao relatar baixas concentracdes plasmaticas de AGNE em
vacas suplementadas com 300 mL de PG, via oral, uma vez por dia, através de
beberagem. Porém esse efeito ndo foi observado por Pickett et al. (2003), ao utilizar
uma dose de 500 mL de PG durante os trés primeiros dias pos-parto. Rukkwamsuk et al.
(2005) observaram uma reducdo na concentracdo hepatica de TG, ao administrar uma
vez ao dia 400 mL de PG via oral, durante sete dias, antes da data esperada do parto até
sete dias apds o parto. Essas diferencas sdo associadas, em parte, com a transformacéo
ruminal do produto em &cidos graxos volateis em favor do propionato (CHRISTENSEN
et al., 1997). Segundo Nielsen e Ingvartsen (2004), as vias mais importantes em que 0
PG desparece do rimen sdo a absorcao e a fermentacdo. O metabolismo ruminal do PG
produz &cido propidnico que é transformado em glicose pelos hepatécitos; porém,
quando o PG escapa da fermentacdo ruminal, é absorvido pelas paredes do ramen,
captado pelo figado transformado em é&cido lactico e metabolizado em glicose, via
carboxilacdo do piruvato em oxalacetato (COZZI et al., 1996; NIELSEN;
INGVARTSEN, 2004; KRISTENSEN; RAUN, 2007). Colina e metionina tém sido
estudadas como aditivos que melhoram a exportacdo hepatica de LMBD. Porém, existe
relativamente pouca informacdo sobre a efetividade de substancias lipotréficas em
ruminantes (GRUMMER, 1993). Em ratos, a deficiéncia de colina induz o acumulo
hepatico de TG, isto porque a colina serve como substrato para sintese de
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fosfatidilcolina, constituinte das LMBD. No entanto, durante o pdés-parto inicial a
absorcdo intestinal da colina é afetada pelo baixo consumo de alimento e resulta na
sintese limitada de LMBD que, por conseguinte, pode terminar lipidose hepatica. A
administracdo intravenosa de cloreto de colina e vitamina B12 para vacas em lactacédo
diminuiu o conteudo de gordura hepatica (GRUMMER, 1993). Metionina ndo apenas ¢é
um aminodcido necessario na sintese de proteina (constituinte das LMBD), como
também participa como doador de grupos metila na sintese de fosfatidilcolina.
(BERTICS; BRUMMER, 1999; GRUMMER, 2008). A administracdo intravenosa de
um analogo da metionina (hidoxi-metionina) adicionado de lisina para vacas em
lactagdo aumentou o conteudo total de LMBD hepético (GRUMMER, 1993). A
importancia da prevencdo dessas doencas se encontra nas altas perdas econémicas que
podem gerar ao produtor. O custo do tratamento da cetose subclinica e clinica foi
estimado entre U$ 78 e 145, respectivamente (DOHOO; MARTIN, 1984; DUFFIELD
et al., 2001; SMITH; RISCO, 2005; BOBE et al., 2004). Também foi relatado que vacas
positivas para corpos cetdnicos no leite produzem até 1,4 litros de leite a menos, por dia
(DOHOO; MARTIN, 1984). Quanto a lipidose hepatica, 0 custo exato do tratamento
por animal é dificil de ser estimado, devido as dificuldades associadas com o
diagnostico, o qual € somente feito mediante biopsia hepatica. Entretanto, devido a estar
associada com menor producédo de leite, longo intervalo parto-concepcdo e diminuigédo
da vida produtiva das vacas acometidas, pode ser vantajosa e oscila em torno de U$ 150
por caso (BOBE et al., 2004).
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4. RESULTADOS
Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigo cientifico.
4.1 METABOLIC EVALUATION OF PERIPARTURIENT DAIRY COWS

SUBMITTED TO THREE STRATEGIES TO DIMINISH THE EFFECTS OF
NEGATIVE ENERGY BALANCE.
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ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the metabolic condition of high
yielding dairy cows subjected to three treatments for preventing severe lipomobilization
and ketosis in early lactation through blood determination of non-esterified fatty acids
(NEFA), albumin, AST, B-hydroxybutyrate (BHBA), cholesterol, glucose, protein, urea
and triglycerides. Fifty four multiparous Holstein cows yielding >30 L/day were divided
into four groups: control (no treatment), glucose precursor (propylene-glycol), hepatic
protector (Mercepton), and energy supplement with salts of linolenic and linoleic fatty
acids (Megalac E). Treatments were applied randomly at moment of calving until 8
weeks postpartum in the same period blood samples were collected. Cut-off points for
subclinical ketosis were defined when BHBA >1.4 mmol/L and NEFA >0.7 mmol/L.

General occurrence of subclinical ketosis was 24% during the period. An ascendant
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curve of cholesterol and glucose was observed from the 1% to the 8" week of lactation,
while any tendency was observed with BHBA and NEFA, although differences among
treatments were detected. These results suggest that treatment with Megalac E improves
milk production but induces a higher negative energy balance leading to moderated

lipomobilization and ketone bodies production, increasing the risk of fatty liver.
Index therms: fatty liver, ketosis, biochemical indicators, early lactation, dairy cattle.

Avaliacdo metabdlica de vacas leiteiras no pés-parto inicial submetidas a trés
estratégias para diminuir os efeitos do balan¢o energético negativo.
RESUMO.- O objetivo deste estudo foi avaliar o status metabdlico de vacas leiteiras de
alta producdo submetidas a trés tratamentos para prevenir severa lipomobilizacdo e
cetose no inicio da lactacdo através da determinacdo sanguinea de: acidos graxos nao
esterificados (AGNE), albumina, AST, R-hidroxibutirato (BHB), colesterol, glicose,
proteina, uréia e triglicerideos. Cinquenta e quatro vacas de raca Holandesa multiparas
produzindo >30 L/dia foram divididas em quatro grupos: controle, precursor de glicose
(propileno-glicol), protetor hepatico (Mercepton) e suplementacdo com sais de acidos
graxos linolénico e linoléico (Megalac E). Amostras de sangue foram coletadas desde o
dia do parto até a oitava semana de lactacdo. Pontos de corte para diagnosticar cetose
subclinica foram definidos quando BHB >1,4 mmol/L e AGNE >0,7 mmol/L. A
ocorréncia geral de cetose subclinica foi de 24% durante o periodo. Uma curva
ascendente de colesterol e de glicose foi observada desde a 12 até a 82 semana, enquanto
que nenhuma tendéncia foi observada com BHB e AGNE, embora diferencas entre o0s
tratamentos fossem detectadas. Os resultados sugerem que o tratamento com Megalac E
melhora a producéo de leite, mas induz um balance energético negativo maior levando a
moderada lipomobilizagdo e producdo de corpos cetbnicos, aumentando o risco de

figado gorduroso.
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Termos de indexacdo: lipidose hepética, cetose, indicadores bioquimicos, pos-parto
inicial, vaca leiteira.

Introduction

During early lactation dairy cows experience a negative energy balance (NEB), which
causes lipid mobilization from adipose tissue (Campos et al., 2005). When the lipid
mobilization is intense, and persevere for a long time, the glycogen reserves in the liver
can be depleted, compromising the gluconeogenesis that lead the animal to a high risk
in developing ketosis (Drackley, 1999). Fatty liver and ketosis are metabolic disorders
that usually develop between the second and seventh week after calving (Herdt, 2000a).
The prevention of metabolic disorders in dairy cattle is necessary for a sound liver

function (Bertics & Grummer, 1999).

Excessive lipid mobilization can be prevented with different strategies such as the
reduction of blood levels of non-esterified fatty acids (NEFA), increase in the complete
oxidation of NEFA in extra-hepatic tissues, and increment of the liver exportation rate
through very low density lipoproteins (VLDL) (Grummer, 2008). The prophylactic use
of additives that can increase ruminal propionate concentration, such as propylene
glycol, have been associated with insulin stimulation, decrease in lipolysis resulting in a
better energetic status in dairy cows (Studer et al., 1993; Grummer et al., 1994;

Christensen et al., 1997; Duffield, 2000).

Feed additives have been studied in order to ameliorate the NEB experienced by dairy
cattle by increasing the energetic density of the diet. Some of these additives are known
as protected fat or “by-pass” fat (Grummer & Carol, 1991; Bertics & Grummer, 1999;
Pickett et al., 2003). This nutritional strategy consists in the utilization of fatty acids,

originated from the diet that could positively influence the energetic status in the early
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post-partum by offering high energy in a period where depression of dry matter intake
(DMI) is eminent. The fatty acids originated from the diet are utilized by extra-hepatic
tissues, differently than NEFA that are metabolized in the liver (Bertics & Grummer,
1999, Pickett et al., 2003). Therefore, the lipid mobilization would be less intense and
would have less negative effect on liver metabolism. (Drackley, 1999, Picket et al.,

2003).

Another strategy used to prevent the lipid mobilization effects is the administration of
precursors necessary for the synthesis of very low density lipoproteins (VLDL), what
represents a challenge in ruminants because of the low exportation rate of these
lipoproteins (Grummer, 1995). There is no clear evidence about the lipotropics agents
that can increase the secretion of VLDL in ruminants (Bertics & Grummer, 1999). The
utilization of hepatic protectors with components such as methionine and choline are an
alternative to increase the efficiency of VLDL secretion in ruminants. In southern
Brazil, Rio Grande do Sul, the utilization of liver protectors during the early postpartum
in dairy cows is a common practice. However, the information regarding the advantages
and disadvantages of such practice on the metabolic status of dairy cows is limited.
Nevertheless, there are few studies evaluating liver protectors to prevent metabolic
disorders in dairy cows. The present study had the aim of evaluating three different
strategies applied during the first thirty days postpartum to prevent the possible
deleterious effects of NEB in dairy cows. Metabolic indicators were used from plasma
and urine in the first eight weeks postpartum, under commercial dairy production

characteristics in Rio Grande do Sul, Brazil.

Materials and Methods
In the present work, fifty four multiparous Holstein cows vyielding more than

30L/cow/day were used. All animals were part of the same herd in a commercial dairy
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farm in the Taquari region, Teutonia county, Rio Grande do Sul (Southern Brazil). The
herd consisted of 75 milking Holstein cows managed in a semi-confinement system.
One week before the expected calving date, a clinical exam was performed in each cow
to check for health problems. In addition, it was recorded each cows health history,
register, age, previous lactation milk production, parity and body condition score (BCS).
The BCS determination followed the methodology proposed by Edmonson et al. (1989)
where a scale of 5 points varying from 1-caquexi to 5-obese. BCS evaluations were
recorded through all the experiment by a single evaluator. The treatments were
randomly assigned to each cow at calving in one of the following groups:

Control group (CN, n=15), received the basic farm diet (Table 1);

Propylene glycol group (PG, n=14), besides the basic farm diet, received 300 mL
propylene glycol (Nuclear Laboratory), orally, every 48 hours during the first 30 days
postpartum. A total of 15 applications were performed always at 19:00 (Grummer et al.,
1994; Christensen et al., 1997).

Mercepton group (Mp, n=15), besides the basic farm diet, received 20 mL of the
product Mercepton® (Bravet), intramuscular injection (IM), every 48 hours during the
first 30 days postpartum. A total of 10 applications were performed always at 19:00.
Dose was adjusted following fabricant recommendations.

Megalac-E group (Mg-E, n=10), besides the basic farm diet, received 250 g/cow/day of
the product Megalac-E> (Arm & Hammer) mixed in the ration and administered daily at
19:00, during the first 30 days postpartum. Dose was administered following fabricant

recommendations.

* Mercepton: each 100 mL contains: acetyl DL-methionine, 15.00 g, Choline chloride: 10.00 g; Inositol:
1.00 g, Vitamin B1: 1.00 g, Vitamin B2: 50.00 mg, Vitamin B6: 0.25 g, Vitamin B12: 5.00 mg;
Nicotinamina: 1.00 g, calcium pantothenate: 0.50 g

> Megalac E: calcium salts of unsaturated fatty acids linolenic 3-4% and linoleic 42-49%.
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Besides the treatments, cows received 180 g of a mixture with 100 g minerals and 80 g
of sodium bicarbonate (buffer). The nutritional values of the diet followed the NRC
(National Research Council, 2001). The diet was formulated using the software CPM
Dairy Cornell-Penn-Miner Version 3.0.10.

In the beginning of the study the cow’s average age and previous lactation milking
production (L/day) were: 5.53 + 1.96 years and 33.8 = 3.84 L; 5.86 + 1.75 years and
33.43 £ 3.08 L; 5.40 £ 1.30 years and 32.53 + 4.14 L; 4.50 = 0.97 years and 33.49 +
3.13 L for the groups CN, PG, Mp and Mg-E respectively.

Samples of animals

Eight collection periods of blood and urine from each animal was performed. Samples
were collected on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 and 49 postpartum, always before the
evening milking (16:30), before feeding and treatment administration. Blood samples
were collected in two aliquots through puncture of the coccygeal vein or artery in sterile
vacuum tubes (Vacutainer, Becton Dickinson) 10 mL without coagulant and 4 mL with
EDTA K, (7.2 mg). Plasma was separated immediately after collection (3 mL), never
after the period of ten minutes. The samples without coagulant were maintained at room
temperature for 2 hours and then centrifuged (2500 rpm for 15 minutes). The serum was
extracted and fractioned in several aliquots of 600 puL in 1.5 mL eppendorf tubs
identified and kept under refrigeration until its transport to the laboratory where they
were stored at -20°C until the moment of the biochemical analysis.

Body condition score (BCS) was evaluated at the same periods and milk yield was
recorded at 2", 4™ 5™ 6", 7" and 8" weeks of lactation.

Urine samples were collected through induction by perineal massage. The first jets of
urine were despised. A minimum of 200 mL was collected in sterilized recipients. The

samples were put under refrigeration and were analyzed before 24 hours after the
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collection. The urine analysis made in the field were: pH determination using digital
pHmeter (PHTEK model pH100), and presence of ketone bodies through reagent strips

(Multistix 10SG [MTX], Bayer Corp., USA) sensitive to acetoacetate and ketone.

Laboratorial analysis

The following metabolites were determined by spectrophotometric methods: non-
esterified fatty acids (NEFA), albumin, aspartate-aminotransferase (AST), beta-
hydroxybutyrate (BHBA), cholesterol, glucose, total protein, urea and triacylglycerol.
All the analysis were performed through automatic equipment (Metrolab D-1600), using
diagnostic commercial kits (Randox, for NEFA and BHBA and Labtest for the others).
Globulin values were obtained by the difference between total protein concentration and
albumin. All the samples were determined in duplicates. Samples with coefficient of
variation (CV) greater than 10% were re-analyzed and discrepant values were discarded.
Statistical analysis

The experiment was developed as a complete random design (CRD) with four
treatments and repeated measures in time (collection periods). For each one of the
variables to be analyzed (metabolites or clinical status of the metabolic disease) the
ANOVA method was used with a multivariate model using the option (GLM, general
linear model), for different sample size between treatments. When a minimal significant
difference between the means was identified, Duncan test was utilized to describe the
differences. Previously, descriptive analysis was done by treatment, period and variable.
Using the Pearson correlation, possible mathematical correlations were tested among
the analyzed metabolites. A probability of 95% (p <0.05) was considered significant in
the statistical analysis. The software SPSS-PASW 18 for Windows (Chicago) was used

for the statistical analysis.
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Results and Discussion

The results presented in this study are the reflection of expected physiologic adaptations
of the energy metabolism of dairy cows in the early postpartum. In this period, there is
an energy deficit that propitiates lipid mobilization from body adipose tissue and,
consequently increases in blood concentration of NEFA and ketone bodies (Ingvarsten
& Andersen, 2000). High concentration of NEFA and ketone bodies can result in

subclinical ketosis or ketosis (Duffield, 2000; Duffield et al., 2009).

In the present multivariate model, statistical significance was not identified in the
principal effects group (treatment), week of collection, and the interaction (treatment by
week). The results regarding the determinations of cholesterol, trilglycerides, glucose,
BHBA, NEFA, total protein, aloumin, globulins and urea as well as body condition
score (BCS) are presented in table 2 by week, and table 3 by treatment.

The BCS at calving was similar in all studied population (3.83 £ 0.25), but during the
following seven weeks there was a significant loss ending in the 8" week with a BCS
difference of 1.3. Treatments did not influence BCS, which decreased through the
lactation, as expected (Wang et al., 2009). Control group had the least decrease in BCS,
which can be associated with the stress level that each group experienced. There are
controversial information about the relationship between BCS and ketosis susceptibility.
Busato et al. (2002) state that higher BCS can decrease the risk to ketosis, but on the
other hand, Edmonson et al. (1989) state that higher BCS can increase the risk to

ketosis.

During the experimental period data relative to milk production was recorded during the
2" g™ 5t 6™ 7™ and 8" weeks. The average for milk production (L/day) was 32 +

6.8, 30.3 £ 6.9, 31.2 £ 84 e 38,5 £ 4.9 for the Control group, Propylene glycol,
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Mercepton and Megalac-E respectively. The Megalac-E group showed significant
(p<0.05) higher milk production when compared to the other groups. The least mean
value for glucose in the population studied was at calving (2.82 £ 0.61 mmol/L), with
continuous increment in the next 7 weeks. Glucose values reported in this study are in
agreement with the findings of other Brazilian researchers (Gonzélez et al., 1997;
Gonzalez et al., 2000; Campos et al., 2007; Cardoso et al., 2008; Gonzélez et al., 2009;
Souza & Junior, 2009). The lowest concentration of serum glucose was at calving. The
glucose serum concentration increased in the following seven weeks after calving. The
Megalac-E group presented the lowest glucose serum concentration. This result can be
explained by the probable severe NEB experienced by the cows in this group that
produced more milk during the studied period. The propylene glycol supplementation
seems not to have an effect on glycemia when compared to the Control group. These
data are in disagreement with the data presented by Studer et al. (1993), Grummer et al.
(1994) and Christensen et al. (1997), where the administration of propylene glycol
induced higher glycemic levels. The liver protector (Mercepton) resulted in glycemic

levels similar to the Control group.

The mean concentration of cholesterol showed a gradual increase with increasing days
in milk ranging from 2.28 £ 0.91 mmol/L in the first week to 4.43 £ 1.26 mmol/L in the
eighth week. The mean cholesterol concentration had a gradual increase as the lactation
developed, with some variation within groups. The present study agrees with the results
found by Souza & Junior (2009) that stated the continuous increase as days from
calving increases. The increase of the concentration of serum cholesterol levels can be
physiologic during the lactation (Cavestany et al., 2005) as a result of mobilization of
fatty acids in consequence of glucagon secretion and increase concentration of plasma

lipoproteins. Higher serum cholesterol concentration values in the Megalac-E group can
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be a result from the supplementation of essential fatty acids from the diet. Cholesterol
concentration is in between of the reference values for Holstein cows in Rio Grande do
Sul (Gonzaélez et al., 2000). Lower serum cholesterol concentrations in the first weeks

postpartum have been related with fatty liver (Van den Top et al., 2005).

There was no significant difference in the serum TG concentrations between groups.
The values were in the same range reported for this region (Gonzélez et al., 2000;
Gonzélez et al., 2009). Data reported by Van den Top et al. (2005), suggests a
continuous plasma TG concentration decrease (p<0.05) postpartum, being lower
concentration values related to cows with fatty liver. In the present study it was not
observed this tendency. Gonzalez et al. (2009) reported a lower serum TG concentration
in cows with high concentrations of BHBA and NEFA. This founding can be related
with the fatty acids excess that is mobilized to the liver to be used as energy source. As
a result of the limited liver capacity to export TG as VLDL, the liver storage of TG in

the interior of the hepatocytes ends up decreasing the serum concentrations of TG.

BHBA values greater than 1.2 mmol/L were used as a risk factor to develop ketosis
(Duffield et al., 2009), it was established as a diagnostic parameter of subclinical ketosis
values greater than 1.4 mmol/L (Oetzel, 2004) together with NEFA concentrations
greater than 0.7 mmol/L (Whitaker, 2004). A 24% prevalence of subclinical ketosis was
found in the present study. As a cut off point for subclinical ketosis BHBA serum
concentrations >1.4 mmol/L was considered (Duffield, 2000; Oetzel, 2004; Duffield et
al., 2009). BHBA concentrations between 1.2-1.39 mmol/L were considered by
Duffield et al. (2009) as indicators of high ketone levels associated with the risk to
develop ketosis. According to Oetzel (2004), BHBA concentrations >2.6 mmol/L and
NEFA >0.7 mmol/L, can be used to define subclinical ketosis. In the present study only

two animals were found in this condition, however, since they did not have clinical



33

signs they were classified with subclinical ketosis. The highest BHBA value and lowest
glycemic value were observed in the Megalac-E. This result is in agreement with the
suggestion that this group experienced the most severe NEB and also was more prone to

develop ketosis, when compared to the other groups.

NEFA serum concentration is an indicator of the lipid mobilization degree from reserve
adipose tissue and, in conclusion, of the NEB in ruminants. Canfield & Butler (1991)
showed the importance of NEFA as a lipid mobilization indicator when evaluating the
serum concentration of the metabolite in cows experiencing NEB in the beginning of
the lactation. NEFA values >0.7 mmol/L are considered to be an indicative of severe
NEB (Whitaker, 2004). In the present study 52 samples (12.1%) were greater than that
value. NEFA serum concentration had a tendency to diminish as the lactation
progressed, in agreement with Adewuyi et al. (2006). The Megalac-E group was an
exception to this observation, having an increase in serum NEFA concentration
throughout the lactation. This result was expected since this group experience a severe

NEB.

The 2" week was the period with the greater number of samples with BHBA and NEFA
concentrations compatibles with subclinical ketosis (17.9%; n=19). From a total of 428
samples, 196 had high concentration of NEFA (52) and BHBA (54), leading to a
24.76% prevalence of subclinical ketosis. These results are related with the appearance
of ketone bodies in urine, since 102 samples were positive, resulting in 23.87%
prevalence of subclinical ketosis. It was observed 52 samples (12.1%) with NEFA
concentration >0.7 mmol/L, from which 39 (75%) had triglycerides concentration (TG)
between 0.04 and 0.1 mmol/L, being 25 (64.10%) with high AST concentration

(ranging from 100 to 322 U/L). NEFA concentration ranged from 0.7 to 2.67 mmol/L in
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the first four weeks of lactation, reducing through the end of the experiment
demonstrating the severity of NEB in the beginning of the lactation.

Megalac-E and Propylene glycol groups had the lowest concentration values for glucose
during all the experiment. Megalac-E group had the greatest concentration of BHBA
and NEFA (P<0.05) in comparison with the other groups. There was no significant
difference for TG between treatments or weeks. Cholesterol values were higher for the
Megalac-E group, having a high variation.

In this study it was utilized the AST serum concentration in order to establish a degree
of liver lesion. It was not observed statistic difference among groups, however, AST
was present in high concentrations in all groups except for the Propylene glycol. All
groups had increased concentration of AST in the fifth week, being the Megalac-E
group the one with the highest value (P<0.05). The sensibility of the fatty liver diagnose
by the AST index is 94% (Kaneko, 2008). Grummer et al. (1994) and Stojevi¢ et al.
(2005) found that higher concentrations of AST in dairy cattle are associated with fatty
liver syndrome, lower dry matter intake and ketosis signs. In the present study, the
Megalac-E group presented higher serum concentration of AST when compared to the
other groups. A tendency for increasing concentration of AST through the lactation was
observed for all groups. This result is in agreement with the ones reported by Stojevié et
al. (2005) and Gonzalez et al. (2009). The highest serum AST concentration values can
be an indicative of liver lesions mainly found in the Megalac_E and Mercepton groups.
The result also suggests that the supplementation with propylene glycol can have a liver

protection action against lipid mobilization.

There was no significant difference for urine pH values. Values were 8.04 £+ 0.24, 7.90
+ 0.33, 7.93 + 0.24, e 8.01 +0.19 for the Control group, Propylene glycol, Mercepton

and Megalac-E respectively. A high significant correlation was found with the Pearson
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correlation test for serum BHBA and ketone bodies in the urine (r= 0.63); but not
between BHBA and urine pH. Urine pH values were in between the reference values for
the bovine specie (Kaneko et al. 2008). The Pearson correlation test was highly
significant between BHBA and ketone bodies, however did not have any correlation
with urine pH. Therefore, these data confirm the specificity of the urine reagent strips
test and can suggest that for the accompaniment of the metabolic diseases the

measurement of urine pH is not necessary.

Conclusions

1. The results from this study suggest that the supplementation with protected fatty
acids lead to a higher milk production, therefore increasing the NEB negative effect in

dairy cows.

2. The supplementation with protected fatty acids can result in liver dysfunction and

predisposition to metabolic disorders such as ketosis.

3. Propylene glycol supplementation may have a liver protection effect.
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Table 1. Ingredients and nutrient composition of the basal early lactating cow total mixed
ration (TMR).

Ingredients’ Quantity Dry matter (%)
Corn silage 36 kg 30
Tifton hay (Cynodon nlemfuensis) 1.5kg 85
Grain Mix 2.15 Mcal/kg 10 kg 90

Nutrient composition® (%)

Crude protein 22
Ether extract 4
Neutral detergent fiber 37
Acid detergent fiber 17
Rumen undegraded (intake) protein 40
Non-structural carbohydrate 37
Starch 27
Total digestible nutrients (TDN) 82.2
Ca 0.87
P 0.45
Mg 0.25
K 1.15
Se 0.51 ppm

! The diet was formulated based on National Research Council (NRC) 2001, recommendation.
2 The calculation of TMR was through CPM Dairy Cornell-Penn-Miner, version 3.0.10.



41

Table 2. Average, standard deviation, probability values (p) for blood metabolites analyzed in each
treatment group (average for eight weeks).

Treatments
Parameter CN PG Mp MgE p
(n=15) (n=14) (n=15) (n=10)

Cholesterol 337°+13 3.14%+1.06 3.37%+ 1.09 4.41°+ 162 0.001
(mmol/L)
Triglycerides 0.12 + 0.02 0.13 +0.02 0.12 +0.03 0.13+0.02 0.259
(mmol/L)
Glucose 334°+048  3.13%+057 3.34 +0.43 290°+048  0.000
(mmol/L)
BHBA 0.82%+0.33 0.83°+0.34 0.90* + 0.28 1.00°+ 0.63 0.017
(mmol/L)
NEFA 0.30°+0.28 041°+028  025%+0.17 0.50°+ 0.49 0.001
(mmol/L)
(Tg(;tL"")' protein 80.72°+8.85  84.07°+1017 83.37°+892  8187°+7.81  0.012
g'}l‘;m'n 28.66°+372  2910°+337 3004°+6.31  3150°+2.19  0.001
g'/?_t;“"”s 52.06°+909  5496°+11.46 53.76°+998  50.36°#8.05  0.063
Urea b a bc C

7.03°+ 1.82 6.01°+ 1.34 753%+1.75 7.61°+1.19 0.001
(mmol/L)
AST b a b c
o) 1265°+432  103.8°+305  133.9°+625  1448+573  0.000
BCS

3.2° +0.48 3.06*+ 0.55 3.03%+0.59 311°+060  0.001

Different values between groups are indicated by different letters (P <0.05).
CN: control, PG: propylene glycol, Mp: Mercepton, Mg-E: Megalac E, BCS: Body condition score (1-5)
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Table 3. Average, standard deviation, probability values (p) analysis of variance of blood metabolites in dairy cows analyzed in each treatment

group during the first eight weeks of lactation.

Weeks postpartum

Parameter
1 2 3 4 5 6 7 8 p

Triglycerides 0.13 0.13 0.13 0.13 0.14 0.13 0.14 0.13 0.300
(mmol/L) +0.03 +0.03 +0.02 +0.03 +0.07 +0.03 +0.02 +0.03
Cholesterol 2.29% 2.71° 3.20° 3.54% 3.78% 3.95% 4.19°% 443 0.001
(mmol/L) +0.90 +0.88 +1.08 +1.12 +1.20 +1.15 +1.03 +1.26
Glucose 2.83 3.09° 3.21° 3.24° 3.15° 3.30™ 3.47° 3.29 0.000
(mmol/L) +0.61 +0.53 +0.55 +0.54 +0.48 +0.40 +0.34 +0.62
BHBA 0.82 0.96 0.95 0.89 0.85 0.87 0.83 0.90 0.533
(mmol/L) +0.26 +0.54 +0.74 +0.30 +0.28 +0.29 +0.25 +0.29
NEFA 0.39 0.43 0.38 0.34 0.33 0.34 0.36 0.31 0.597
(mmol/L) +0.29 +0.44 +0.36 +0.41 +0.24 +0.25 +0.36 +0.29
AST 116.45 124.70 121.02 118.49 140.77 131.16 128.72 120.17 0.234
u/L +54.2 +53.09 +46.45 +47.64 +77.42 +41.23 +35.75 +42.74
Total protein 75.22° 78.28° 81.79 83.85" 85.27° 84.79"™ 85.57¢ 85.51¢ 0.001
(@/L) +6.94 +6.60 +6.94 +8.37 +9.46 +8.62 +10.6 +9.21

30.72 28.85 28.94 29.58 30.24 29.51 20.73 29.8 0.5361
Albumin (g/L) +8.08 +3.36 +3.23 +355 +352 +387 +3.77 +3.76

45342 49.43° 52.85% 54.27¢ 55.03° 55,27¢ 55.84° 55.64° 0.001
Globulins (g/L) +8.26 +6.87 +8.13 +9.85 +1052  +1005  +11.71 +10.83
Urea 0.82 0.96 0.95 0.89 0.85 0.87 0.83 0.90 0.187
(mmol/L) +0.26 +0.54 +0.74 +0.30 +0.28 +0.29 +0.25 +0.29
BCS 3.85 3.65° 3.33¢ 3.13° 2.96° 2.7 2.60% 253 0.001

+0.25 +0.28 +0.27 +0.30 +0.39 +0.34 +0.39 +0.37

Different values between means are indicated by different letters in the Duncan test (p<0.001).

BCS: Body condition score (1-5).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a condicdo metabolica em vacas leiteiras de
alta producdo (> 25 L/d), sobre condi¢cfes de manejo tradicionais da regido sul do sul do
Brasil, submetidas ao efeito de trés tratamentos preventivos de lipidose hepética e
cetose: precursor da glicose (PG), protetor hepatico (Mp) e suplemento energetico
(MgE) administrados durante os primeiros 30 dias pos-parto, observando seu efeito nas
primeiras oito semanas de lactagdo, atraves da anélise de diferentes metabdlitos no soro
e urina. O trabalho também visava determinar quais destes parametros bioquimicos
poderiam ser mais Uteis no direcionamento do diagnostico e prevencdo destes
transtornos, como também estabelecer qual o tratamento profilatico mais eficiente.

As estratégias de prevencdo e tratamento da lipidose hepatica através de aditivos
dietéticos podem ser classificadas de acordo ao mecanismo de acgdo, isto é: diminuicédo
da lipdlise, aumento da oxidacdo completa dos NEFA por tecidos extra-hepaticos e
secrecao hepética de VLDL.

Nesse sentido, o fornecimento de propileno-glicol representa uma alternativa a
diminuicdo da lipolise, uma vez que este produto estimula a secrecdo de insulina, reduz
a mobilizacdo de &cidos graxos do tecido adiposo (NIELSEN; INGVARTESEN et al.,
2004). O efeito sobre a concentragdo de insulina ndo foi avaliado no presente estudo,
porém através da concentracdo de NEFA, constatou-se que o valor da média dos grupos
permaneceu dentro dos valores reportados como fisioldgicos por Kaneko et al. (2008).

A suplementacdo com gorduras € uma estratégia que visa aumentar a densidade
energética da racdo em vacas leiteiras no inicio da lactacdo. Esta estratégia assume que
os acidos graxos provenientes da dieta serdo utilizados por tecidos extra-hepaticos,
enguanto que os produzidos através da lipdlise serdo metabolizados no figado. Porém as
concentracbes séricas de NEFA quase sempre aumentam com esta suplementacdo
(GRUMMER; CAROL, 1991), situacdo que acompanha os resultados obtidos neste
experimento, o que poderia indicar que esta suplementacdo promove a lipolise em vez
de preveni-la (GRUMMER, 2008).

O aumento da secrecdo de VLDL pode ser alcancado através de substancias
como a colina e metionina, substancias estudadas pela sua capacidade de melhorar a
exportacdo hepatica de VLDL em camundongos. A composic¢do do segundo tratamento

possui na formulagdo acetil D-L metionina e cloreto de colina. A metionina atua como
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doador de grupos metilo na sintese de fosfolipideos, além de ser precursoras da sintese
hepatica de apolipoproteinas, importantes na sintese e secre¢do de VLDL (BERTICS;
GRUMMER, 1999). A colina atua como substrato na sintese de fosfatidilcolina,
constituinte das VLDL. Além disso, a colina também age como doador de grupos
metilo, portanto, poupa a metionina, disponibilizando-a para sintese de VLDL
(GRUMMER, 2008). No presente experimento o grupo tratado com protetor hepatico,
apresentou os valores mais baixos de NEFA durante as oito semanas do estudo, porém
isto ndo foi suficiente para prevenir o desenvolvimento de cetose subclinica. Uma
possivel explicacdo para este fato pode ser que numerosos componentes lipotrépicos
podem ser efetivos quando se trata de animais monogastricos, ndo entanto devido a
inerente baixa capacidade do figado dos ruminantes de exportar VLDL ¢é incorreto
assumir que estes produtos exercam o mesmo efeito no metabolismo destes animais
(GRUMMER, 1995).

Através dos resultados deste estudo ndo foi possivel demonstrar os efeitos
benéficos dos tratamentos administrados preventivamente durante as primeiras quatro

semanas de lactacdo, no sentido de diminuir os efeitos do BEN.
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CONCLUSOES

O estudo demonstra que nenhum dos tratamentos administrados em forma preventiva
durante os primeiros trinta dias de lactacdo atingiu o objetivo de melhorar a condicgéo
metabolica no pds-parto inicial.

O resultado da correlacdo entre a concentracdo sérica de BHB e o nivel de corpos
cetbnicos nas fitas, sugere que o uso da fitas € suficiente para o diagnostico de
transtornos por lipomobilizag&o durante o inicio da lactacéo.

A correlacdo entre a concentracdo sérica de BHB e NEFA foi significativa, o que é
importante, porque dispensa 0 uso de um dos testes, sendo que a escolha dependeria de
fatores econdmicos relacionados aos custos dos reagentes.

Valores séricos de AST, colesterol total e BHB, assim como a determina¢do de corpos
cetbnicos na urina sdo bons parametros bioquimicos no diagndstico e progndstico de

lipomobiliza¢do no pds-parto inicial.
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Tabela 4. Coeficientes de correlagcdo de Pearson entre BHB e NEFA.

66

BHB NEFA
mmol/L mmol/L
BHB correlacdo de Pearson 1 0,447
mmol/L Sig. Bilateral 0,000
N 428 428
NEFA correlacdo de Pearson 0,447 1
mmol/L Sig. Bilateral 0,000
N 428 428

™ A correlacéo é significativa ao nivel 0,01 (bilateral).

Tabela5. Percentagem de amostras por grupo que apresentaram aumento na

concentracdo sanguinea de BHB e NEFA.

Concentragéo
de BHB e CN PG Mp TOTAL
NEFA (120) (111) (117) 428
(mmol/L)
BHB >1,2
NEFA <0,7 8 3 7 23
BHB > 1,2
NEFA >0,7 1 4 0 6
BHB >1,4
NEFA <0,7 1 2 8 13
BHB >1,4
NEFA >0,7 1 5 0 8
BHB > 2,6
NEFA >0,7 2 0 0 4
Total BHB 13 14 15 54
NEFA > 0,7 11 19 4 51
TOTAL
BHB+NEEA 24 33 19 105
428 5,6% 7,7% 4,4% 24.6%
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