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Resumo

DA SILVA, Thais Casarin. Butafosfan: Diferentes formas farmacéuticas para uso
em animais de producéo. 2018. 39f. Dissertagao (Mestre em Ciéncias) — Programa
de Pds-graduacdo em Zootecnia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O pés-parto recente de vacas leiteiras € um periodo caracterizado pela diminui¢cao
da ingestdo de matéria seca e consequentemente, balanco energético negativo mais
intenso. Com intuito de amenizar esse balanco, diversas estratégias veem sendo
utilizadas, como as suplementacfes energéticas a base de fésforo organico, como o
Butafosfan. O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes formas farmacéuticas de
Butafosfan sobre os parametros metabodlicos e zootécnicos no pos-parto de vacas
leiteiras. Foram utilizadas 37 vacas da raca Holandés, multiparas, provenientes de
uma fazenda do sul do Rio Grande do Sul. Os animais foram divididos
aleatoriamente, de acordo com a previsdo de parto, em trés grupos, para receber
trés doses subcutaneas, na regido cervical, de determinada forma farmacéutica.
Grupo BUT (n=12) recebeu 90mL de solucdo de Butafosfan (13,5g); BUTSR (n=12)
recebeu 90mL de formulacéo de liberacéo sustentada de Butafosfan (13,5g) e Grupo
CL (Controle; n=12) recebeu 90mL de 4gua para injetaveis. As aplicacdes ocorreram
no dia do parto (dia O; em até 12 horas pOs-parto) e nos dias 3 e 7 apds o parto. As
coletas de sangue foram realizadas nos dias 0, 3, 7 e 10 ap6s o parto, por puncao
da veia coccigea, para realizacdo das analises de fosforo, calcio, magnésio, glicose,
proteinas totais, albumina, ureia, globulinas, paraoxanase-1, beta-hidroxibutirato,
aspartato aminotransferase e gama glutamiltransferase. No dia 0 e 10 pds-parto
foram mensurados o escore de condigdo corporal e peso, além da producéo de leite
registrada diariamente (do dia 11 aos 60 dias pds-parto). A producdo de leite foi
maior nos grupos BUTSR e BUT, quando comparados ao grupo CL, porém, quando
contrastados entre si, 0 grupo BUTSR apresentou maior produ¢do que o grupo BUT.
Os tratamentos BUTSR e BUT aumentaram os niveis de calcio e diminuiram a
concentracdo de glicose, em relacdo ao grupo CL. Os animais do grupo BUTSR
apresentaram os niveis de albumina e ureia aumentados em relacdo aos animais do
grupo CL, o qual nao diferiu do tratamento BUT. Através deste estudo, notou-se que
o Butafosfan independente da forma farmacéutica, pode aumentar os niveis de
calcio dos animais, assim como aumentar a producao de leite e diminuir os niveis de
glicose sanguinea, presumivelmente por aumentar sua utilizacdo em comparacdo
aos animais do grupo controle. Porém, os animais tratados com a nova plataforma
de liberacdo sustentada, apresentaram maior producdo de leite que os demais
grupos, provavelmente por permitir uma suplementacdo de forma mais lenta e
prolongada. Contudo, estudos utilizando maior numero de animais e com diferentes
doses e dias de aplicacdo sdo necessarios para desenvolver o protocolo com menor
namero possivel de aplicacao e resultados satisfatorios.

Palavras-chave: fosforo organico; producgéo de leite; balanco energético negativo.



Abstract

DA SILVA, Thais Casarin. Butafosfan: Diferentes formas farmacéuticas para uso
em animais de producéo. 2018. 39f. Dissertation (Master of Science) -Postgraduate
Program in Animal Science, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2018.

The recent postpartum of dairy cows is a period characterized by a decrease in dry
matter intake and, consequently, a more intense negative energy balance. In order to
mitigate this balance, several strategies are being used, such as organic
phosphorus-based energy supplements, such as Butafosfan. The objective of this
study was to evaluate different pharmaceutical forms of Butafosfan on metabolic and
zootechnical parameters in postpartum dairy cows. A total of 37 Holstein cows,
multiparous, from a farm in the south of Rio Grande do Sul. The animals were
randomly divided into three groups to receive three subcutaneous doses in the
cervical region, according to the prediction of delivery, certain pharmaceutical form.
Group BUT (n = 12) received 90mL Butafosfan solution (13.5g); BUTSR (n = 12)
received 90mL of sustained release formulation of Butafosfan (13.5g) and Group CL
(Control; n = 12) received 90mL of water for injectables. The applications occurred on
the day of parturition (day O, within 12 hours postpartum) and on days 3 and 7
postpartum. Blood samples were collected on days 0, 3, 7 and 10 postpartum, by
puncture of the coccygeal vein, for the analysis of phosphorus, calcium, magnesium,
glucose, total proteins, albumin, wurea, globulins, paraoxanase-1, beta-
hydroxybutyrate, aspartate aminotransferase and gamma glutamyltransferase. On
day 0 and 10 postpartum the body condition score and weight were measured, in
addition to daily milk production (from day 11 to 60 days postpartum). Milk production
was higher in the BUTSR and BUT groups, when compared to the CL group, but
when compared to each other, the BUTSR group presented higher production than
the BUT group. The BUTSR and BUT treatments increased calcium levels and
decreased glucose concentration, compared to the CL group. The animals in the
BUTSR group had increased albumin and urea levels compared to the CL group,
which did not differ from the BUT treatment. Through this study, it was noted that
Butafosfan, independent of the pharmaceutical form, may increase the calcium levels
of the animals, as well as increase milk production and lower blood glucose levels,
presumably by increasing its use compared to the animals in the group control.
However, the animals treated with the new platform of sustained release presented
higher milk production than the other groups, probably because it allows a slower
and prolonged supplementation. However, studies using a larger number of animals
and with different doses and days of application are necessary to develop the
protocol with the lowest possible number of applications and satisfactory results.

Keywords: organic phosphorus; milk production; negative energy balance.
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1 Introducéo Geral

O periparto da vaca leiteira € um periodo caracterizado por importantes
mudancas metabdlicas e nutricionais, essas podem ser caracterizadas pela
diminuicdo da ingestdo de matéria seca (IMS) e pela alta demanda de energia para
o desenvolvimento fetal no terco final da gestacéo e apds o parto, com a producéo
de colostro e leite (Chapinal et al., 2011).

Além da demanda energética, os requerimentos de macrominerais, como
fésforo e célcio sdo aumentados neste periodo. Em até 190 dias de gestacdo, as
concentracdes ideais de acréscimo de fosforo na dieta estdo em torno de 1,9g/dia e
no terco final, passam a ser em média 5,4g/dia, por ser o periodo que o esqueleto
fetal comeca a ser calcificado. Ja no inicio da lactacdo a demanda de fésforo é de
0,7 a 1,3g/L de leite produzido (Council, 2001).

Estas altas exigéncias de fosforo apdés o parto, corroboram com elevada
incidéncia de hipofosfatemia em vacas leiteiras, podendo afetar a producéo de
adenosina trifosfato (ATP), contracdo muscular, hemolise intravascular, dificuldade
na liberacdo de oxigénio para os tecidos periféricos e assim, prejudicar o
funcionamento ruminal e predispor a outras doencas, como sindrome da vaca caida
e hemoglobinuria p6s-parto (Eisenberg et al., 2014; Grunberg et al., 2015).

Neste sentido, na tentativa de amenizar a caréncia de energia causada pela
diminuicdo de IMS, o organismo comeca a utilizar seus mecanismos de reserva,
através da mobilizacdo de tecido adiposo e desmineralizacdo 6ssea (Rollin et al.,
2010; Elizondo Salazar et al., 2013).

A mobilizacdo de tecido adiposo é utilizada para satisfazer as necessidades
energéticas do animal, através da oxidacdo completa dos &cidos graxos, fornecendo
substrato para o ciclo de Krebs, principalmente através do Acetil-coa. Porém,
guando essa mobilizacdo € intensa, ela se torna prejudicial ao organismo pela
incompleta oxidacéo de parte dos acidos graxos, resultando na formacéo demasiada
de corpos cetdnicos (CC), representados pelo R-hidroxibutirato (BHB), acetoacetato
e acetona (Kreipe et al., 2011; Pereira, R. A. et al., 2013).
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Ja a desmineralizacdo Ossea é regulada pelos horménios paratormoénio,
calcitonina e vitamina D3, que regulam a acdo dos osteoclastos, a fim de elevar
as concentracdes fosforo e calcio nos fluidos extracelulares (Elizondo Salazar
et al., 2013). A partir destas mudancas metabdlicas, ocorre um desbalanco
fisioloégico, resultando em enfermidades como a hipofosfatemia e a
hipocalcemia (Dukes e Reece, 2006; Ingvartsen, 2006).

Sabendo disto, é constante na pecuaria leiteira, a busca por estratégias
eficazes em atenuar a diminuicdo da IMS, o déficit energético e o estresse
eminente no periodo de transicdo de vacas leiteiras. As taxas de
gliconeogénese e glicdlise sao reguladas pela disponibilidade de fésforo, pois
todos os intermediarios na gliconeogénese precisam ser fosforilados. Além
disso, esse mineral € importante no metabolismo de energia celular, substrato
para o ciclo de adenosina difosfato (ADP) e ATP, na sintese do fosfato de
creatina e nucleotideos (Pereira, R. A. et al., 2013).

Com isso, suplementacdes energéticas a base de fésforo, como o
Butafosfan, uma fonte de fosforo orgéanico derivado do acido fosférico, vém
sendo utilizadas ndo s6 como fonte de fosforo, mas também como tratamento
de desordens metabdlicas causadas por estresse ou problemas nutricionais em
varias espécies (Van Der Staay et al., 2007), tendo papel vital no metabolismo
hepatico de carboidratos, estabilizacdo do balanco energético e homeostase
mineral (Van Der Staay et al., 2007; Kreipe et al., 2011), através da melhora da
ingestao de alimento, sistema imune e digestibilidade (Chapinal et al., 2011).

Entretanto, a administracdo de Butafosfan requer sucessivas aplicacoes
ao longo de varios dias, tornando o manejo dificil, principalmente quando ha
um grande numero de animais. Os protocolos de administracdo de um
composto que possui Butafosfan em sua formula (Catosal®B12 - Bayer Animal
Health), muito utilizado na pecuaria leiteira, comprova essa afirmac¢ao, como 0s
utilizados por Pereira, R. A. et al. (2013), que administrou este composto em 52
vacas leiteiras da raca Holandés, a cada 5 dias, até 20 dias em lactacdo e em
18 ovelhas prenhas as quais receberam aplicacdo a cada 2 dias apés o parto,
totalizando 3 doses (Pereira et al., 2013). Ja Kreipe et al. (2011), administrou 3
dias seguidos apos ordenha e Tabele&o et al. (2017), aplicou nos dias 7, 12,

17, 22 e 27 pbs-parto de vacas leiteiras.
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Diante disso, métodos alternativos de aplicacdo sdo nhecessarios,
principalmente através de formulacdes farmacéuticas capazes de manter a
liberacdo sustentada de substancias por mais tempo. Dentre os diversos
sistemas de liberacdo de farmacos (Uhrich et al., 1999) existem os hidrogéis,
constituidos por polimeros solUveis em agua, que formam redes tridimensionais
reticuladas (Hoare e Kohane, 2008) com capacidade de termogeleificar,
dependendo da temperatura que séo dispostos, sendo que quanto maior a
temperatura, maior sera a viscosidade e resisténcia da formulacdo, passando
da forma liquida, para o estado de gel (Determan et al., 2007) possibilitando a
liberag&o do principio ativo de forma lenta e continua (Uhrich et al., 1999).

A administracao de Butafosfan, através de uma formulacédo de liberacdo
sustentada (denominado Butafosfan SR) biodegradavel, permitirA que a vaca
leiteira tenha o mesmo suporte energético dos multiplos protocolos de
Butafosfan utilizados atualmente, devido a liberacéo sustentada de Butafosfan,
reduzindo a intensidade do balanco energético negativo no pdés-parto e

aumentando a producao de leite.

1.1 Objetivo

Avaliar o efeito de diferentes formas farmacéuticas de Butafosfan sobre

0s parametros metabdlicos e zootécnicos no pos-parto de vacas leiteiras;

1.2  Objetivos Especificos

a) Analisar os parametros zootécnicos (producao de leite, peso e escore de
condicao corporal), frente a aplicagbes de diferentes formas farmacéuticas de
Butafosfan, no pds-parto recente de vacas leiteiras;

b) Avaliar os parametros bioquimicos (niveis sanguineos de glicose, fésforo,
magnésio, ureia, beta-hidroxibutirato, haptoglobina, albumina, proteinas
plasmaticas totais, aspartato aminotransferase, gama-glutamil transferase e
calcio) frente a aplicacdes de diferentes formas farmacéuticas de Butafosfan,

no pos-parto recente de vacas leiteira.



2. Artigo

2.1 Artigo 1 - Butafosfan: Diferentes formas farmacéuticas para uso em
animais de producéo.

O artigo sera submetido na revista Animal

T.C. Da Silva', A. Bilhalva', R. A. Pereira’, J. de O. Feijé*, M.N. Corréa*, F.A.B. Del
Pino’2.

Nutcleo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuéaria (NUPEEC), Departamento de
Clinicas Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, CEP: 96010-900, Pelotas, Rio
Grande do Sul, Brazil; *Departamento de Bioguimica, Universidade Federal de
Pelotas, CEP: 96010-900, Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil,

Endereco Autor: Thais Casarin da Silva. E-mail: thais_casarin@hotmail.com
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Resumo

Butafosfan: Diferentes formas farmacéuticas para uso em animais de producao
O objetivo deste estudo foi avaliar se diferentes formas farmacéuticas contendo
Butafosfan possui efeito positivo sobe os parametros metabdlicos e zootécnicos de
vacas leiteiras no pos-parto recente. Foram utilizadas trinta e sete vacas da raga
Holandés, multiparas, sendo divididas aleatoriamente, de acordo com a previsdo de
parto, em trés grupos, para receber trés doses subcutaneas de 30mL, na regiao
cervical, de determinada forma farmacéutica. Grupo BUT (n=12) recebeu solugao de
Butafosfan (4,59 por aplicacéo); BUTSR (n=12) recebeu formulagéo de liberagéo
sustentada de Butafosfan (4,5g por aplicacao) e Grupo CL (Controle; n=12) recebeu
agua para injetaveis. As aplicacBes ocorreram no dia do parto (dia 0; em até 12
horas pés-parto) e nos dias 3 e 7 apdés o parto. As coletas de sangue foram
realizadas nos dias 0, 3, 7 e 10 ap6s o parto, por puncdo da veia coccigea, para
realizacdo das andlises de fésforo, célcio, magnésio, glicose, proteinas totais,
albumina, ureia, globulinas, paraoxanase-1, beta-hidroxibutirato, aspartato
aminotransferase e gama glutamiltransferase. O escore de condi¢cao corporal (ECC)
e 0 peso foram avaliados nos dias 0 e 10 e a producéo de leite do dia 11 aos 60 dias
pés-parto. Observa-se que indiferente da forma farmacéutica, os grupos tratados
com Butafosfan tiveram maior producédo de leite, maiores niveis de calcio, menores
niveis de glicose em compara¢do aos animais controle. Destacando que quando os
animais tratados séo contrastados entre si, observa-se que o BUTSR apresentou
maior producéo de leite que o grupo BUT. Além disso, os niveis de ureia e albumina
tenderam a ser maiores no grupo BUTSR do que o grupo CL, sem diferir do grupo

BUT. Essa plataforma podera ser um grande avanco a Medicina Veterinaria e
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Zootecnia por permitir resultados satisfatérios em relacdo a producdo de leite.
Contudo, estudos utilizando maior numero de animais e com diferentes doses e dias
de aplicacdo sdo necessarios para desenvolver o protocolo com menor ndmero

possivel de aplicacdo, mantendo os resultados satisfatérios.

Palavras-chave: fosforo organico; producao de leite; balanco energético negativo;

perfil bioquimico; vaca Holandés.

Abstract
Butafosfan: Different dosage forms for use in production animals

The objective of this study was to evaluate whether different pharmaceutical forms
containing Butafosfan have a positive effect on the metabolic and zootechnical
parameters of dairy cows in the recent postpartum period, multiparous, being
randomly divided into three groups to receive three subcutaneous doses of 30mL in
the cervical region of a certain pharmaceutical form. Group BUT (n = 12) received
Butafosfan solution (4.5g per application); BUTSR (n = 12) received sustained
release formulation of Butafosfan (4.5g per application) and CL Group (Control; n =
12) received water for injections. The applications occurred on the day of parturition
(day 0, within 12 hours postpartum) and on days 3 and 7 postpartum. Blood samples
were collected on days 0, 3, 7 and 10 postpartum, by puncture of the coccygeal vein,
for the analysis of phosphorus, calcium, magnesium, glucose, total proteins, albumin,
urea, globulins, paraoxanase-1, beta-hydroxybutyrate, aspartate aminotransferase
and gamma glutamyltransferase. The body condition score (ECC) and weight were
evaluated on days 0 and 10 and milk production from day 11 to 60 days postpartum.

It is observed that, indifferent to the pharmaceutical form, the groups treated with
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Butafosfan had higher milk yield, higher calcium levels, lower glucose levels
compared to control animals. Noting that when treated animals are contrasted with
each other, it is observed that the BUTSR presented higher milk production than the
BUT group. In addition, urea and albumin levels tended to be higher in the BUTSR
group than the CL group, without differing from the BUT group. This platform could
be a great advance in Veterinary Medicine and Animal Husbandry for allowing
satisfactory results in relation to milk production. However, studies using a larger
number of animals and with different doses and days of application are necessary to
develop the protocol with as few applications as possible, maintaining the satisfactory

results.

Keywords: organic phosphorus; milk production; negative energy balance;

biochemical profile; cow Holandés.

Implicagbes

Este estudo propds avaliar o efeito de duas formas farmacéuticas contendo
Butafosfan, frente a parametros metabdlicos e zootécnicos de vacas leiteiras no pés-
parto recente. O protocolo consistiu de trés aplicacbes de 30mL de solugcdo ou
formulacdo de liberagdo sustentada de Butafosfan, por via subcutanea (4,59 por
aplicacdo) nos dias 0 (parto), 3 e 7 pos-parto. Os resultados deste experimento
indicam que Butafosfan pode interferir nas concentracdes plasmaticas de célcio,
glicose, ureia e ALB e ainda aumentar a producdo de leite. Destacando que o0s
animais que receberam a formulag&o de liberagao sustentada de Butafosfan tiveram

maior producéo de leite que os demais grupos.

Introducéo
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No pobs-parto recente, as vacas leiteiras necessitam de grandes
concentracbes de nutrientes, para producdo de colostro, leite e sua propria
mantenca. Porém, esta demanda geralmente ndo € suprida pela ingestdo de matéria
seca (IMS), resultando em balanco energético negativo (BEN) (Chapinal et al.,
2011). Na tentativa de sanar esse alto requerimento nutricional, ocorre a ativagédo
das vias de reserva, para aumentar a disponibilidade de energia ao organismo,
através da desmineralizacdo 0ssea e mobilizacdo do tecido adiposo (Rollin et al.,
2010, Elizondo Salazar et al., 2013).

Quando essa mobilizacdo € intensa, ela se torna prejudicial ao organismo
pelo acumulo de triglicerideos (TAG) nos hepatécitos e também pela elevada sintese
de corpos cetdnicos (CC) a partir da oxidacdo incompleta de parte dos &cidos
graxos, podendo causar lipidose hepatica e/ou cetose (Kreipe et al., 2011; Pereira et
al., 2013b). Além disso, a desmineralizacdo éssea que € regulada pelos horménios
paratormbénio e vitamina D3, pode nao ser suficiente para aumentar as
concentracdes especialmente de fésforo e célcio nos fluidos extracelulares (Elizondo
Salazar et al., 2013), resultando em hipocalcemia e/ou hipofosfatemia (DUKES and
REECE, 2006, Ingvartsen, 2006).

Com intuito de atenuar o BEN e possivelmente, prevenir estes transtornos
metabdlicos, diversas estratégias sdo utilizadas, como a suplementacbes
energéticas a base de fésforo, administradas tanto via oral, como injetaveis,
empregadas para melhorar o metabolismo energético. O Butafosfan (acido 1-(n-
butilamino)-1-metiletil-fosfénico), € um tipo de fésforo organico conhecido por ter alta
biodisponibilidade desse mineral (Rollin et al., 2010). O fésforo é de extrema
importancia, por ser constituinte de membranas plasmaticas, acidos nucleicos,

moléculas energéticas como adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP),
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auxiliar na estabilizacdo do BEN e na homeostasia mineral (Van Der Staay et al.,
2007).

Geralmente, sdo realizadas sucessivas aplicacdes devido a meia vida
plasmatica relativamente curta do Butafosfan (Sun et al., 2017), tornando o protocolo
inviavel quando se trabalha com grande numero de animais. Neste sentido,
estudam-se novas estratégias de utilizacdo deste farmaco, como os sistemas de
liberacdo sustentada, que sao definidos pela capacidade de liberacdo de um
farmaco numa velocidade e periodo pré-determinados. Estes sistemas podem ser
formados por hidrogéis, estruturas poliméricas tridimensionais, capazes de promover
ligacdes cruzadas (Villanova et al., 2010).

A administracdo de Butafosfan, através de uma formulacdo de liberacéo
sustentada (denominado Butafosfan SR) biodegradavel, permitird que a vaca leiteira
tenha suporte energético semelhante, ou melhor, aos multiplos protocolos de
Butafosfan utilizados atualmente, visando reduzir a intensidade do BEN e aumentar
a producdao de leite. Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de
uma nova formulacdo polimérica de liberacdo sustentada de Butafosfan sobre os

parametros metabdlicos e zootécnicos no pds-parto recente de vacas leiteiras.

Material e Métodos

Formulacdes de liberacdo sustentada de Butafosfan

As formulacbes poliméricas de liberacdo sustentada do Butafosfan foram
preparadas previamente, fazendo uso de férmulas previamente desenvolvidas e
validadas através de ensaios in vitro. Para preservar os direitos de propriedade
intelectual dos inventores da formula, a mesma nao podera ser descrita neste artigo

uma vez que estd sendo encaminhado o0 processo de patente.
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Estudo in vivo
Animais e Manejo

Este estudo foi realizado em uma fazenda leiteria do sul do Rio Grande do Sul
(32,8°16’S, 52,8°32'L), Brasil. Foram utilizadas trinta e sete vacas da raga Holandés,
multiparas, mantidas sobre a mesma condi¢cado de manejo e alimentacgéao.

Trinta dias pré-parto e durante os dez primeiros dias pds-parto, 0s animais
ficavam em sistema semi-extensivo, permanecendo em piquete com campo nativo
recebendo suplementacdo Total Mix Ration (TMR) duas vezes ao dia, ap0s a
ordenha e 4gua a vontade. Com aproximadamente dez dias pds-parto, 0s animais
passavam para 0 sistema de confinamento Compost Barn, onde recebiam TMR
fornecida trés vezes ao dia, 4gua a vontade e eram ordenhadas duas vezes ao dia,
a cada 12 horas.

Os animais foram divididos aleatoriamente, de acordo com a previsdo de
parto, em trés grupos, para receber trés doses de 30mL (cada), por via subcutanea,
na regido cervical, de determinada forma farmacéutica. Grupo BUT (n=12) recebeu
90mL de solucéo de Butafosfan (4,59 por aplicacdo); BUTSR (n=12) recebeu 90mL
de formulacdo de liberagdo sustentada de Butafosfan (4,5g por aplicacdo) e Grupo
CL (Controle; n=12) recebeu 90mL de &gua para injetaveis (por questdes de
propriedade intelectual, a composicao da formulacdo ndo serda detalhada neste
documento).

As aplicacbes ocorreram no dia do parto (dia 0; em até 12 horas pés-parto) e
nos dias 3 e 7 apos o parto (p6s ordenha da manha). Além disso, foram

contabilizados nos primeiros quinze dias pos-parto, a frequéncia de animais
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diagnosticados com alguma doenca (metrite, retencdo de placenta, hipocalcemia,

tristeza e/ou edema de Ubere).

Coletas e analises sanguineas

As coletas de sangue foram realizadas nos dias 0, 3, 7 e 10 apGs o parto, por
puncédo da veia coccigea, utilizando sistema Vacutainer (BD diagnostics, SP, Brasil),
totalizando 4 coletas por animal. As amostras de sangue foram coletadas em dois
tubos: um com fluoreto de sédio (4mL Vacuplast® - Zhejiang, China) para obtencéo
de plasma para avaliar os niveis de glicose; e outro com silica (ativador de coagulo)
(10mL Vacuplast® - Shandong, China) para obtencdo do soro e realizacdo das
analises bioquimicas.

Logo apos a coleta, as amostras foram centrifugadas a 1800 x g, durante 15
minutos. O plasma e soro foram transferidos para tubos de eppendorf, identificados
e armazenados a -20°C até a realizacdo das andlises.

As andlises de ureia, ALB, proteinas totais, GGT, AST, célcio, magnésio e
fésforo e glicose foram realizadas através dos reagentes da Labtest (Labtest®,Lagoa
Santa, MG, Brasil). Ja para o BHB foi utilizado o Kit comercial RANDOX Brasil Ltda
(SP, Brasil). Todas as analises foram realizadas com auxilio de um analisador
bioquimico automatico Labmax Plenno (Labtest®, MG, Brasil).

A concentracdo de globulinas foi determinada subtraindo-se o resultado
obtido para ALB daquele das proteinas plasticas totais. Para avaliar a atividade da

paraoxanasel, foi utillizado o protocolo descrito por Browne et al., (2007).
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Avaliacbes Zootécnicas

Peso e o ECC foram avaliados nos dias 0 e 10 apds o parto. A pesagem foi
realizada com fita de medicdo especifica para gado leiteiro e o ECC foi avaliado
subjetivamente através de uma escala de 1 a 5, onde 1 = muito magro e 5 = muito
gordo (Hady et al., 1994). A producéao de leite foi registrada no momento da ordenha,
diariamente a partir de 11 dias p6s-parto (DPP), até 60 DDP. A quantidade referente
as duas ordenhas foi somada e a andlise estatistica foi feita sobre a producéo diaria

total (IDEAGRI®, Windows, DeLaval, MG, Brasil).

Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados no programa estatistico SAS (SAS Institute
Inc., Cary, EUA, 2016). Para tal, foi utilizada analise de variancia com MIXED
MODEL para comparacdo dos grupos coletas e sua interacdo (grupo X coleta)
através do teste de Tukey HSD (P<0,05). Para a avaliacdo de frequéncia de
doencas entre 0s grupos, foi utilizado o teste exato de Fisher. Foram considerados

significativos os valores de P<0,05.

Resultados

Nenhum animal apresentou quadros de cetose subclinica, permanecendo
com os niveis de BHB abaixo de 1,2 mmol/L (Tabela 2) (Song et al., 2016).

Observa-se (Figura 1; Tabela 3) que a producéo de leite foi maior (P<0,01)
nas vacas suplementadas com Butafosfan do que com o grupo CL. Quando
comparados 0s grupos tratados, pode-se observar que o BUTSR foi maior (P<0,01),

do que o grupo BUT. Em média, o grupo BUTSR aumentou 3,33L/dia de leite em
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relacdo aos animais do grupo CL e 1,81L/dia em comparacao ao grupo BUT até 60

DPP.
60+
-
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Figura 1. Producgéo de leite (L) do dia 11 aos 60 dias pos-parto de vacas da raca Holandés
gue receberam suplementacdo de Butafosfan com diferentes formulagfes nos dias 0 (parto)
3 e 7 p6s-parto, por via subcutanea.

BUTSR (n=12): animais que receberam 30mL de Butafosfan SR (4,5g) através da plataforma de
liberacdo sustentada; BUT (n=12): animais que receberam 30mL de solucéo de Butafosfan (4,5g); CL
(n=12): animais que receberam 30mL de &gua para injeté\veis.AB Médias seguidas de letras
mailsculas (P<0,01) e mindsculas (P<0,05) diferentes no mesmo parametro diferem entre grupos no
mesmo dia (grupo*Dia) pelo teste de Tukey (P<0,05). Foram considerados significativos os valores de
P<0,05.

Houve aumento (P<0,01; Figura 2a) nas concentracdes de célcio nos grupos
BUTSR e BUT, uma interacdo (P<0,01) grupo*dia no dia 10 e nesses grupos
observa-se que as concentracfes de glicose foram menores (P<0,01; Figura 2d) em
relacdo ao grupo CL. Os animais do grupo BUTSR tenderam a apresentar niveis de

ALB e ureia maiores (P=0,05; Figura 2b e c, respectivamente) em relacdo aos

animais do grupo CL, nao diferindo do tratamento BUT (P>0,05; Figura 2).
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214
215  Figura 2. Concentragdes sanguineas de a) calcio (mg/dL), b) albumina (g/dL), c) ureia
216  (mg/dL) e d) glicose (mg/dL) em vacas leiteiras da raca Holandés que receberam
217  suplementagdo de Butafosfan através de diferentes formulagbes nos dias 0 (parto), 3 e 7
218  p0s-parto, por via subcutanea.
219 BUTSR (n=12): animais que receberam 30mL de Butafosfan SR (4,5g) através da plataforma de
220 liberacdo sustentada; BUT (n=12): animais que receberam 30mL de solu¢éo de Butafosfan (4,5g); CL
221 (n=12): animais que receberam 30mL de agua para injetaveis. HSC: hipocalcemia subclinica. Médias
222 seguidas de letras mailsculas (“A, B”; P<0,01) e letras minasculas (“a, b”; P<0,05) diferentes no
223 mesmo parametro diferem entre grupos nos mesmos dias (grupo*Dia) pelo teste de Tukey (P<0,05).
224 Foram considerados significativos os valores de P<0,05.
225
226 As concentracdes séricas dos demais metabolitos bioquimicos nédo diferiram
227  entre os grupos (P>0,05, Tabela 2). Os animais apresentaram ECC maior (P=0,01,;
228 Tabela 3), no dia do parto, do que no dia 10 pés-parto, porém, na média geral nao
229  houve diferenca entre grupo. O peso né&o diferiu entre os grupos (P>0,05; Tabela 3).
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Quanto a frequéncia de doencas nos primeiros 15 dias pds-parto, ndo houve

diferencas entre os grupos (P=0,49), porém, em porcentagem, dos 36 animais

avaliados, 22,22% dos animais do grupo BUTSR, 33,33% do grupo BUT e 44,44%
do grupo CL apresentaram algum tipo de doenca (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de doencas, nos primeiros quinze dias pés-parto, de vacas da racga
Holandés que receberam suplementagdo de Butafosfan com diferentes formulacbes nos
dias 0 (parto) 3 e 7 pds-parto, por via subcutanea.

Tratamentos?
Doenca
BUT BUTSR cL Total

6 7 5
Presenca 33.33 38.89 27.78 18

o 6 4 8
Auséncia 33.33 22.22 44.44 18
Total 12 11 13 36

Valor de P =0,49

'0s tratamentos consistiram de trés aplicacdes subcutaneas no dia do parto (dia 0), 3 e 7
pés-parto. BUTSR (n=12): animais que receberam 30mL de Butafosfan SR (4,5¢g) através da
plataforma de liberagdo sustentada; BUT (n=12): animais que receberam 30mL de solucéo
de Butafosfan (4,5g); CL (n=12): animais que receberam 30mL de agua para injetaveis.
Foram considerados significativos os valores de P<0,05;
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Tabela 2. Médias e * (erro médio padrédo) dos parametros bioquimicos de vacas leiteiras da ra¢a Holandés que receberam suplementacéo de
Butafosfan através de plataforma de liberagcédo sustentada ou solucéo, por via subcutanea, no pés-parto recente.

. 1 Tratamentos? Valor de P
Parametros
BUTSR BUT CL Grupo Coleta® Grupo*Coleta®
Fosforo (mg/dL) 6,00+0,20 5,89+0,20 6,18+0,19 0,56 0,08 0,74
Magnésio (mg/dL) 1,98+0,07 2,10+0,07 2,03+0,06 0,49 0,05 0,96
Globulina (g/dL) 3,38+0,19 3,95+0,19 4,19+0,18 0,16 0,26 0,80
Proteinas Totais (g/dL) 6,07+0,18 6,32+0,18 6,45+0,17 0,32 0,54 0,79
BHB (mmol/L) 0,86+0,03 0,87+0,02 0,81+0,02 0,27 0,45 0,94
AST (U/L) 102,79+5,66 101,85+5,66 95,01+5,55 0,56 0,01 0,62
GGT (U/L) 33,56+2,20 31,97+2,27 30,76+2,214 0,66 0,41 0,92
PON1 (U/mL) 98,98+4,08 94,43+4,08 87,37+4,08 0,12 0,43 0,93

BHB: R-hidroxibutirato

AST: aspartato aminotransferase

GGT: gama glutamil transferase]

PON1: paraoxanase-1

! Parametros bioquimicos avaliados nos dia do parto, 3, 7 e 10 pds-parto.

% Os tratamentos consistiram de trés aplicacdes subcutaneas no dia do parto (dia 0), 3 e 7 p6s-parto. BUTSR (n=12): animais que receberam
30mL de Butafosfan SR (4,5g) através da plataforma de liberacdo sustentada; BUT (n=12): animais que receberam 30mL de solucdo de
Butafosfan (4,5g); CL (n=12): animais que receberam 30mL de 4gua para injetaveis.

% Coleta refere-se aos dias em que foram realizadas as coletas sanguineas (dia do parto (0), 3, 7 e 10 apds o parto).

* Grupo*Coleta refere-se a interacdo do grupo em relacéo aos dias de coleta sanguineas. Foram considerados significativos os valores de
P<0,05;
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Tabela 3. Médias e erro médio padrao (EMP) dos parametros zootécnicos de vacas leiteiras da raca Holandés que receberam suplementagéo
de Butafosfan através de plataforma de liberacdo sustentada ou solugéo, por via subcutanea, no pos-parto recente.

. L Tratamentos? Valor de P
Parametros
Grupo*
BUTSR BUT CL Grupo Dias® Dia*
ECC 2,62+0,77 2,62+0,77 2,47+0,77 0,31 0,01 0,84
Peso (kg) 630,33+12,98 685,82+13,56 651,33+12,98 0,19 0,12 0,86
43,41"+0,38 41,60%+0,37 40,08°+0,39 0,001 0,001 0,99

Producéo de Leite (L)

ECC.: escore de condic¢ao corporal.

! Parametros zootécnicos (ECC e Peso) avaliados no dia do parto e 10 dias pés-parto. A Producéo de leite foi registrada diariamente do dia 11

aos 60 dias pGs-parto.

? Os tratamentos consistiram de trés aplicagbes subcutaneas no dia do parto (dia 0), 3 e 7 pds-parto. BUTSR: animais que receberam
suplementacdo de Butafosfan SR (4,59) através da plataforma de liberacdo sustentada; BUT: animais que receberam suplementacéo de
Butafosfan (4,5g) através de solucao convencional; CL: animais que receberam agua para injetaveis.

*Dias em que foram realizadas a coleta de dados.

* Grupo*Dia € a interacdo do grupo em relacdo aos dias de coleta dos dados. Foram considerados significativos os valores de P<0,05;"®
Médias seguidas de letras maiusculas diferentes no mesmo parametro diferem entre grupos pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Discussao

No presente estudo, foi possivel observar que os animais suplementados com
Butafosfan tiveram maior producdo de leite, menores niveis de glicose e maiores
concentracdes de calcio plasmatico em comparacéo ao grupo CL. Destacando que a
formulacdo de liberacdo sustentada de Butafosfan teve melhor efeito sobre a
producao de leite, produzindo 1,81L/dia e 3,33L/dia de leite a mais que o grupo BUT
e CL respectivamente.

Com isso, acredita-se que esta nova plataforma farmacéutica possui grande
potencial para dar suporte energético aos animais, provavelmente por possuir
dissolucédo mais lenta da forma ativa, permitindo que a taxa de absor¢édo do fésforo
organico, fosse prolongada nestes animais e com isso, proporcionando melhor
resultado com menor quantidade de Butafosfan e mesmo nimero de aplicagées.

O que pode ser salientado quando comparamos os resultados deste estudo
com o trabalho de Kreipe et al., (2011), que administrou em torno de 18g de
Butafosfan e 9mg de cianocobalamina (10mL/PV de Catosal®B12, Bayer Health
Care, Sao Paulo, Brasil), com o mesmo numero de aplicacdes e obteve aumento de
apenas 1,9kg/dias de leite em comparacao ao grupo controle.

Entretanto, provavelmente a suplementacédo de fésforo organico independente
da forma farmacéutica utilizada, aumentou a sintese de ATP e favoreceu a
fosforilacdo dos intermediarios de rotas metabdlicas, como a gliconeogénese e
glicolise, aperfeicoando a sintese e utilizacdo da glicose, como ja foi mensionado por
outros autores como Nuber et al., (2016), Kreipe et al.,, (2011) e Pereira et al.
(2013b).

Sendo evidenciado pela maior producéo de leite nos animais suplementados,

pois se sabe que a glicose é o principal percursor da lactose (Preynat et al., (2009).
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Com isso, entendesse que, a menor concentracdo de glicose nos animais
suplementados, deve-se a sua maior utilizagdo para producao de lactose, que por
sua vez, permite a maior entrada de agua pelo limen alveolar da glandula mamaéria,
aumentando o volume de leite produzido por estes animais.

Nos trabalhos de Nuber et al., (2016) e Van Der Staay et al.,, (2007), a
suplementacdo com Butafosfan resultou em aumento das concentracdes de
glucagon e reducédo dos niveis de cortisol, respectivamente. Porvavelmente, porque
o Butafosfan favorece a sintese de glicose e reduz a R-oxidacdo, a qual é
responsavel por formar acetil-coa, que em excesso induz a formacao de cortisol.

Com isso, acreditasse menores niveis de cortisol favorecem a sintese de
insulina, j& que o mesmo tem a capacidade de inibir sua secrecao pelas células 3 do
pancreas (Lambillotte et al., 1997). Tanto a insulina, quanto o glucagon aumentam a
disponibilidade de glicose para utilizagdo celular, corroborando aumento da
producéo de leite.

Vacas de alta producdo possuem alto requerimento de minerais,
principalmente fosforo e célcio, para a sintese de colostro e leite (0,7 a 1,3g/L)
(Martinez et al.,, 2012; Eisenberg et al. 2014). Neste estudo todos 0s animais
apresentaram hipocalcemia subclinica (HSC) no dia do parto (<8,50mg/dL; Goff,
2014). Entretanto os grupos tratados com fosforo organico tiveram seus niveis de
calcio aumentados no dia 10 pos-parto, diferente do grupo CL que permaneceu com
HSC durante os dias de coleta.

Possivelmente, a suplementacdo auxiliou na desmineralizagcdo 0ssea, pois,
para que esse mecanismo seja ativado, o paratormbnio deve se ligar ao seu
receptor no tecido 0sseo, ativando a enzima adenilato ciclase, a qual sintetiza a

partir do ATP, o segundo mensageiro adenosina 3',5-monofosfato ciclico (AMP
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ciclico). Logo, a maior disponibilidade de fosforo pode ter acelerado a formacéo
deste segundo mensageiro, fazendo com que aumentasse 0s niveis de calcio
plasmatico mais rapidamente que o grupo CL (Goff, 2008).

Segundo Kimura et al., (2006), baixas concentracbes de célcio podem
contribuir com a supressao imune, pois uma das caracteristicas iniciais da ativacao
das células imunes € o aumento das concentragdes de calcio intracelular ionizado,
para atuar como segundo mensageiro na transducao de sinal. Neste estudo, a
frequéncia de doencas nos primeiros quinze dias poés-parto, ndo apresentou
diferencas significativas entre 0s grupos, porém, os animais do grupo BUTSR e BUT
tiveram menores porcentagens de animais doentes, respectivamente, que oS
animais do grupo CL.

Além disso, o grupo BUTSR tendeu a aumentar as concentracdes de ALB e
ureia em comparacéo ao grupo CL, sem diferir do grupo BUT. Apesar de todos os
animais apresentaram niveis de ALB abaixo dos valores de referéncia de 2,50 e 3,60
g/L (Smith and de Souza Coutinho, 2006), possivelmente os animais do grupo
BUTSR tiveram atenuacdo do BEN, provavelmente pelo aumento de IMS, que pode
ser justificado também pelo aumento da ureia nestes grupos, a qual esta relacionada
com a ingestao de proteina total (Roseler et al., 1993).

O que corrobora com os resultados de Pereira et al., (2013a), que observaram
aumento de IMS em ovelhas suplementadas com Butafosfan e cianocobalamina dois
dias apos o parto (i.m., Catosal®B12, BayerHealth Care, Sdo Paulo, Brazil). Ja as
concentracdes de fosforo plasmatico permaneceram dentro dos valores fisiologicos
(4 a 8mg/dL; Dukes and Reece, 2006). Levando em consideracédo que o Butafosfan

possui rapida metabolizacdo, com meia-vida curta (Full et al., 2010), acreditasse que
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isso pode ter facilitado sua utilizagéo pelos tecidos, fazendo com que n&o ocorresse

diferencas significativas entre os grupos.

Conclusdes

A suplementacdo de Butafosfan provavelmente forneceu suporte energético
aos animais, permitindo que os mecanismos homeostaticos ocorressem de forma
mais rapida e efetiva, aumentando a producéo de leite, principalmente através da
nova plataforma de liberacdo sustentada. Entretanto, novos estudos devem ser
feitos para comprovar a eficacia desta nova forma farmacéutica e determinar o
melhor protocolo para sua utilizacao e futuramente espera-se que possa ser utilizada

também para veiculagdo de outras substancias.
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4. Consideracdes Finais

O deficit energético da vaca leiteira no pos-parto € preocupante, ja que
diminui a eficiéncia do sistema imune, aumentando consequentemente a frequéncia
de doencas, além de favorecer a diminuicdo da producdo de leite. Através deste
estudo, foi possivel observar que a suplementacdo com Butafosfan aumentou os
niveis de calcio e ainda aumentou a producdo de leite, principlamente pela
formulagéo de liberagédo sustentada.

Espera-se que esta nova plataforma farmacéutica seja um grande avanco a
Medicina Veterinaria e Zootecnia, por permitir resultados satisfatorios frente ao
balanco energético negativo e que futuramente possa ser utilizada também para
veiculacdo de outras substéncias. Entretanto, demais trabalhos s&o necessarios

para comprovar sua eficicia e determinar o melhor protocolo para sua utilizagao.
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Anexo



Pelotas, 03 de outubro de 2017

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Desenvolvimento de uma formulag¢io
sustentada de butafosfan para ruminates” processo numero 23110.004983/2017-68,
de responsabilidade de Francisco Augusto Burket Del Pino - que envolve a producio,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo

com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua
complementagio pela Comissio de Etica em Experimentagio Animal, em reunido de

02/10/2017.

Finalidade ( X)) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizagdo 20/10/2017 a 03/01/2021
Espécie/linhagem/raga Bovinos/Holandés
N° de animais 30
| Idade 36-48 meses
| Sexo Fémeas
| Origem | Granja 4 irmdos - Rio Grande/RS ]

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 2 CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO

para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n° CEEA 4983-2017).

[ %@C/ex/wu

M.V. Dra. Ax%e de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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