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Resumo

HALFEN, Jéssica. Avaliacdo do teste de reducdo do cromo no leite de vacas
com cetose subclinica. 2017. 36f. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) -
Programa de Poés-Graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

A cetose subclinica é uma das principais doencas metabdlicas que acometem o
rebanho leiteiro. Vacas com elevadas concentracbes de corpos cetbnicos
apresentam consideraveis niveis de &lcoois, como o Isopropanol, nos fluidos
corporais. Neste sentido, foram realizados dois ensaios, 0 objetivo do primeiro foi
avaliar os efeitos da cetose subclinica sobre a presenca de alcool no leite fluido,
através do Teste de Reducdo do Cromo. O segundo ensaio foi desenvolvido com o
intuito de avaliar a relacdo da cetose subclinica causada por elevados niveis de
butirato na dieta, sobre a positividade do leite fluido no Teste de Reduc¢ao do Cromo.
No ensaio 1, foram utilizadas 200 vacas Holandés, produzindo em média 20
litros/dia e com + 155 dias em lactacao, as quais foram submetidas a coleta de leite
e sangue. ApoOs a coleta de material biolégico, o sangue foi analisado quanto os
niveis de B-hidroxibutirato (BHBA), e o leite quanto a presenca de alcool pelo Teste
de Reducdo de Cromo. Somente um animal apresentou cetose subclinica (1,3
mmol/L BHBA), sendo que a média do lote foi de 0,69 mmol/L BHBA. Cinco animais
positivaram no teste de alcool no leite fluido. N&o foi possivel, com este estudo,
aceitar ou rejeitar a hipotese do projeto devido ao baixo nimero de casos de cetose.
No ensaio 2, realizado em outra propriedade, foram utilizadas 10 vacas leiteiras (4
Holandés e 6 Jersey), as quais foram aleatoriamente divididas entre dois grupos:
Grupo controle (n=5), o qual recebeu a dieta padrdo da propriedade; Grupo
tratamento (n=5), o qual recebeu a dieta padrdo acrescida de Butirato (CM3000® —
Butirato de Sédio 30% — Microencapsulado, Vetanco, Brasil) a um nivel de 1,5 g/kg
peso vivo (PV) durante um periodo de 8 dias. Amostras individuais de leite e
sangue foram coletadas diariamente, sendo o leite analisado quanto a presenca de
alcool e o0 sangue quanto a concentracdo de BHBA. Os niveis sanguineos de BHBA
foram maiores (p<0,0001) no GT quando comprado ao GC (0,91 mmol/L e 0,64
mmol/L), respectivamente. No entanto, somente um animal do GT, apresentou
amostras positivas para alcool no leite. Com isso, é possivel afirmar que neste
estudo, doses de 1,5g /kg de PV ndo causaram cetose subclinica. Logo, devido aos
baixos niveis de BHBA encontrados, ndo foi possivel aceitar ou rejeitar a hipotese de
que vacas com cetose subclinica positivam no teste de reducéo do cromo.

Palavras chave: alcool, butirato, B-hidroxibutirato, vaca leiteira.



Abstract

HALFEN, Jessica. Evaluation of chromium reduction test in cow's milk with
subclinical ketosis. 2017. 36f. Dissertation (Master in Animal Science) - Programa
de Pos-Graduacao em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Subclinical ketosis is one of the major metabolic diseases affecting the dairy herd.
Cows with high concentrations of ketone bodies have considerable levels of alcohols,
such as Isopropanol, in body fluids. In this sense, two studies were carried out,
where the purpose of the first one was to evaluate the effects of subclinical ketosis
on the presence of alcohol in fluid milk, through the Chromium Reduction Test. The
second study was developed to evaluate the relationship of subclinical ketosis
caused by high levels of butyrate in the diet, on the fluid milk positivity in the
Chromium Reduction Test. In study 1, 200 Holstein cows were used, producing on
average 20 liters / day, with £ 155 days in milk, which were submitted to individual
milk and blood collection. After collection of biological material, the blood was
analyzed for levels of B-hydroxybutyrate (BHB), and milk for the presence of alcohol
by the chromium reduction test. Only one animal had subclinical ketosis (1.3 mmol / L
BHB), the batch average being 0.69 mmol / L BHB. In addition, 5 animals wered
positive for alcohol in fluid milk. However, it was not possible, with this study, to
accept or reject the hypothesis of the project, due to the low number of cases of
ketosis. The second study, carried out in another farm, 10 dairy cows (4 Holstein and
6 Jersey) were used, randomly divided into two groups: Control group (n = 5), which
received the diet offered at the farm; Treatment group (n = 5), which received the
property diet plus Butyrate (CM3000® - Sodium Butyrate 30% - Microencapsulated,
Vetanco, Brazil) at a level of 1.5 g / kg body weight (BW) over a period of 8 days.
Individual milk and blood samples were collected daily. The milk sample was
analyzed for the presence of alcohol and samples of blood for the concentration of
BHB. BHB blood levels were higher (p <0.0001) in GT when compared with GC (0,91
mmol/L e 0,64 mmol/L), respectively. However, only one GT animal had positive
samples for alcohol in milk. Thus, it is possible to affirm that in this study doses of 1.5
g / kg of PV did not cause subclinical ketosis. Therefore, because of the low levels of
BHBA found, it was not possible with this study to accept or reject the hypothesis that
cows with subclinical ketosis positivate the ethyl alcohol test.

Keywords: alcohol, butyrate, B-hydroxybutyrate, dairy cow.



Lista de Figuras

Figura 1. Porcentagem de vacas leiteiras da raca Holandés com escore de condi¢cao
corporal entre 1-1,5; 2-2,5; 3-3,5 @ 4-4,5. . .euiiiiii i 18



Lista de Tabelas

Tabela 1. Niveis sanguineos de B-hidroxibutirato e escore de condi¢ao corporal das

vacas positivas para o teste de Reducédo do Cromo no Leite Fluido......................... 18



Sumario

1 INTrOTUGEA0O GEIAI. ... i
2 ODJELIVO GEral ...
2.1 ODbjetivos ESPECITICOS oo i
A o 11 oo ) (=1 = P
S B AP A e
L 1 1 0 = N | PP
o R AN o o o T PO
I O] o [od [T 17> To I €= - | P

Referéncias



1 Introducéao geral

Na producéo leiteira o periodo de transi¢cdo, que compreende o Ultimo més de
gestacdo e as primeiras semanas de lactacdo (Drackley,1999), € considerado um
momento critico, onde a vaca passa por diversos transtornos metabdlicos que
podem causar prejuizos, até mesmo nas lactacdes subsequentes. Este periodo é
comumente caracterizado por um estado de balanco energético negativo (BEN),
onde as demandas energéticas requeridas para o desenvolvimento final do bezerro
e producédo de leite, superam a energia adquirida a partir da ingestdo de matéria
seca (Bell 1995; Drackley,1999).

No pos-parto recente, a fim de garantir a producao de leite, o organismo da
vaca direciona a glicose circulante, assim como seus precursores, 0 propionato e
lactato, para producédo de lactose na glandula maméaria (Mattmiller, 2011; Gonzales
et al., 2014), causando assim um déficit de precursores gliconeogénicos no ciclo de
Krebs. Diante dessa baixa concentracdo de glicose circulante, o organismo lanca
mao das suas reservas energéticas, iniciando assim a mobilizacao lipidica (lipdlise)
(Gordon et al., 2013; Esposito et al., 2014).

Constantemente, niveis basais de lipdlise liberam na corrente sanguinea
pequenas quantidades de acidos graxos nao esterificados (AGNE) e glicerol, que
sao re-esterificados (Vernon, 1980). No entanto, em condi¢cdes de déficit energético
como no BEN, a lipdlise é rapidamente aumentada, mediante acdo de diversos
hormonios, principalmente insulina e glucagon, que respondem a diminuicdo de
glicose sanguinea (Grummer, 1993; Drackley,1999). Neste momento, grandes
quantidades de AGNE séo liberados na corrente sanguinea e transportados pela
albumina aos tecidos periféricos, para servirem como fonte de energia, sendo

também, captados pelo figado (Gonzales et al., 2014).
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No figado os AGNE sao ativados a acil-CoA na membrana externa da
mitocondria, podendo entdo ser transportado mediante complexo enzimatico
carnitina-palmitoil transferase-I (CPT-I), para o espa¢o mitocondrial interno onde
serdo direcionados a B-oxidacao. O principal produto da p-oxidacdo € o acetil-CoA,
que pode entrar no ciclo de Krebs ou pode ser direcionado a sintese de corpos
cetbnicos (Bell, 1980; Bruss 2008). Em condi¢cbes de déficit energético, o ciclo de
Krebs pode ter sua atividade decrescida devido a elevada concentracdo de acetil-
CoA gerada pela intensa mobilizacéo lipidica, ou até mesmo, devido a reduzida
disponibilidade de oxalacetato mediante baixas concentragdes de precursores, como

o propionato (Baird, 1968; Bell, 1980).

Nessas condi¢cdes, o acetil-CoA sera convertido em corpos cetbnicos:
acetoacetato, acetona e p-hidroxibutirato (BHBA). Estes metabdlitos serdo
exportados via corrente sanguinea para tecidos periféricos, onde servirdo como
fonte de energia a partir da oxidacéo no ciclo de Krebs (Bruss 2008). O resultado
deste processo sera o acumulo de corpos cetdnicos nos fluidos corporais do animal
(Gordon et al., 2013), estabelecendo assim, um quadro de cetose, que de acordo

com a intensidade podera ser caracterizada como subclinica ou clinica.

A melhor forma de diagnosticar um quadro de cetose subclinica,
caracterizado pela auséncia de sinais clinicos, € mensurando a concentracdo de
BHBA no sangue (Oetzel et al., 2004), que segundo Raboisson et al. (2014), fica em
torno de 1,2mmol/L a 1,4mmol/L de BHBA. Cerca de 90% dos casos que envolvem
este transtorno ocorrem entre o primeiro e segundo més pos-parto, onde a taxa de
prevaléncia gira em torno de 34%, ja na forma clinica esta taxa fica entre 3 — 7%
(Suthar et al., 2013; Gonzales et al., 2014).

No entanto, ndo € somente neste periodo que 0s animais estdo sujeitos a
adquirirem este transtorno, tendo em vista que o0 aumento dos corpos cetdnicos
também pode ocorrer devido a ingestdo de alimentos com elevada concentracdo de
acido butirico. Segundo Oetzel (2007) o ruminante é capaz de metabolizar 750g/dia
de butirato, porém, quando esta concentracdo € aumentada devido a presenca de
precursores como o acido butirico na dieta, a capacidade de metabolizacdo €

ultrapassada. Sabe-se que 75% do butirato produzido no riumen é oxidado a BHBA
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no epitélio ruminal pela enzima Butiril-CoA sintetase, entretanto, em casos de
elevadas concentragcbes de butirato ruminal, consequentemente, elevadas
concentracbes de BHBA serdo liberadas na corrente sanguinea, resultando em

cetose subclinica ou clinica (Valadares Filho e Pina, 2011; Santos, 2011).

A principal fonte de acido butirico na dieta de vacas leiteiras se da pela ma
conservacdo da silagem. O processo de fermentacdo da silagem deve ser
anaerobico, favorecendo a proliferacdo de bactérias produtoras de acido latico.
Quando o ambiente anaerdbico ndo € mantido (ensilagem inadequada), a presenca
de oxigénio resultara na proliferacdo de bactérias indesejadas, como o Clostridium
tyrobutyricum (Dinié et al., 2010), que segundo Kalac (2011), é capaz de fermentar

acido latico a acido butirico.

Todavia, além dos trés metabdlitos agrupados como corpos cetdnicos
(acetoacetato, acetona e BHBA), diversos estudos relatam a presenca de mais um
composto no fluido ruminal, urina, sangue e leite de vacas cetéticas, o Isopropanol
(Robertson e Thin, 1953; Bruss e Lopez, 2000). Esse metabdlito, segundo alguns
autores, € derivado da reducdo da acetona pela enzima alcool desidrogenase
(ADH), presente no figado de humanos, ruminantes e outras espécies (Shibusawa et
al., 2004; Baik et al., 2009; Cederbaum, 2012). Esta reacdo é dependente de
nicotinamida-adenina-dinucleotideo na forma reduzida (NADH), onde por intermédio
da enzima ADH serdo utilizados elétrons do NADH presente no citosol do
hepatécito, para formar isopropanol a partir da acetona (Jones e Summers, 2000;

Jones e Rossner, 2007).

Devido a volatilidade da acetona, esta é rapidamente direcionada do citosol
do hepatocito para a corrente sanguinea, a fim de ser excretada na urina, leite,
saliva, respiracdo, eructacao e transpiracdo (Gonzales et al., 2014). Neste sentido,
alguns autores levantam a hipétese da acetona, mediante corrente sanguinea, sofre
no rumen o processo de reducdo a isopropanol por acdo de microrganismos (Bruss
e Lopez, 2000; Sato, 2009). Estes mesmos autores acreditam que o isopropanol
sintetizado no rimen chegue ao figado, via corrente sanguinea, onde sera oxidado
pela enzima ADH (reacdo de dupla direcdo). Neste processo o isopropanol estara

carregando do rumen para o figado dois elétrons, que seréo utilizados como fonte de
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energia via NADH na cadeia respiratoria. Porém, ainda ndo se sabe qual seria o

microrganismo presente no rimen capaz de sintetizar esta reacéo.

A presenca de corpos cetdnicos no leite, principalmente o BHBA, ja esta bem
elucidada devido a sua importancia para sintese de gordura (Mahrt et al., 2014).
Contudo, a presenca de um alcool secundério, como o Isopropanol, no leite fluido,
pode ser tomada como fraude pela induUstria de laticinios, mesmo sendo este um
alcool proveniente do metabolismo energético do animal. Segundo Mereze et al.
(2015), a presenca de alcool em amostras de leite cru refrigerado, além de ndo ser
um constituinte normal da composi¢cao do leite, € considerada fraude, pois mascara
a adicdo de agua. Em um estudo realizado por Silva et al. (2011), constatou-se que
a adicao de 0,05% de alcool a uma amostra de leite contendo 3,8% de agua, seria o
suficiente para adequar a crioscopia (-0,530°H) do leite aos parametros
determinados pela legislagao.

Existem na indUstria diversos testes e procedimentos realizados rotineiramente
com intuito de evitar que, leite adulterado ou em condicbes sensoriais e fisico-
quimicas inadequadas, passem para o processo de industrializacdo e cheguem ao
consumidor (Rodrigues et al., 2013). Estas alteragcdes podem acontecer de forma
ilegal durante o transporte até a industria ou até mesmo dentro da propriedade,
caracterizando fraude na matéria prima (Mareze et al., 2015). No entanto, grande
parte das alteracbes na qualidade do leite estdo intimamente relacionadas com a

higiene na ordenha, manejo nutricional e satde dos animais.

Dentre estes testes e procedimentos esta a determinacéo qualitativa de alcool
no leite fluido, determinada pelo MAPA, cédigo MET POA/SLAV/42/02/01, emitida
em 2014, a qual visa detectar a presenca de alcool no leite que chega na industria.
Este teste se baseia na coloracédo da solugcédo sulfocrémica (K2Cr207 + H2SO4), que
na presenca de alcoois primarios e secundarios é alterada de laranja para verde,
sendo um teste inteiramente qualitativo, onde néo € possivel determinar qual é o

alcool presente na amostra e nem a quantidade presente.
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Frente a esta problematica o presente estudo tem como intuito relacionar o
quadro de cetose subclinica com a positividade do leite fluido no teste de reducdo do

cromo proposto pelo MAPA.



2 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da cetose subclinica causada pelo excesso de butirato de
sédio na dieta de vacas lactantes, sobre a presenca de alcool no leite fluido, através

do teste de reducdo do cromo proposto pelo MAPA.

2.1 Objetivos Especificos

1. Determinar a positividade do teste do alcool no leite fluido de vacas ingerindo
elevadas concentracdes de butirato de sodio.

2. Avaliar o efeito da ingestdo de butirato de sodio proveniente da dieta com o
metabolismo energético e presenca de corpos cetbnicos.

3. Avaliar através de marcadores bioquimicos a relacdo dos corpos cetdnicos

com a presenca de alcool no leite fluido.

2.2 Hipotese

Vacas com niveis subclinicos e clinicos de corpos cetdnicos positivam no teste

de Determinac&o Qualitativa de Alcool Etilico em Leite Fluido.



3 Etapal

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da cetose subclinica sobre a presenca de &lcool no leite fluido,

através do teste de reducao do cromo.

Metodologia

Todos os procedimentos realizados neste experimento passaram pela
aprovacdo da Comissio de Etica em Experimentacido Animal da Universidade

Federal de Pelotas estando registrado e aprovado sob niumero 9379-2016.

Este estudo foi conduzido em novembro de 2016, nas dependéncias de uma
propriedade leiteira localizada na cidade de Capédo do Le&o, Rio Grande do Sul,
Brasil. Os animais utilizados (n=200 vacas Holandés) pertenciam ao grupo alta

producdo, em média 20 litros/dia e = 155 dias em lactacéo.

As coletas de material biol6gico foram realizadas em um Unico dia, 23 de
novembro, onde foram coletadas amostras de leite e sangue de cada animal,

conferindo uma analise pontual do dia.

Coleta de material biolégico e analises

Com frascos de vidro previamente esterilizados, foram coletados
aproximadamente 200mL de leite/vaca durante a ordenha da manha, com o auxilio
de copos coletores. Logo apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em

caixas térmicas a uma temperatura de 4°C.
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Seguinte a coleta de leite, os animais foram liberados da sala de
ordenha e direcionados a praca de alimentacdo, onde se deu a coleta de
sangue, feita através de venopuncdo da veia coccigea em tubos vaccutainer
sem anticoagulante. Os tubos ja identificados pos coleta foram acondicionados
em caixa térmica a uma temperatura de 4°C até o processamento no
laboratério. Concomitante a coleta de sangue, avaliou-se o escore de condigdo
corporal (ECC), utilizando uma escala de 1 a 5 descrita por Edmonson et al.

(1989), sendo 1 extremamente magra e 5 extremamente gorda.

No laboratério, o sangue foi centrifugado a 1800 x g por 15 minutos
(centrifuga SIEGER, Sirius 4000) para a separacdo completa do soro, o qual foi
transferido para microtubos tipo eppendorf previamente identificados e
congelados a -20°C. As concentracdes de B-hidroxibutirato (BHBA) no soro
foram analisadas em duplicata pelo equipamento Bioquimico automatico
LABTEST Pleno, utilizando um Kit comercial (BHBA: Ranbut, Randox ®
Laboratories Ltd, UK).

A determinacédo qualitativa de alcool no leite fluido foi realizada segundo
metodologia determinada pelo Ministério da Agriculta, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), cédigo MET POA/SLAV/42/02/01, emitida em 2014.
Para isso, foi acrescentado 3 mL de antiespumante 3% (TEC-Lab®) em 100
mL de leite cru, o qual foi aquecido em kitassato mantendo a fervura por 5
minutos. Em um tubo de ensaio contendo 2 mL de solucdo sulfocrémica,
submergiu-se uma ponteira de vidro de Pasteur conectada a um tubo de
silicone ligado ao kitassato contendo o leite em fervura. Este circuito fechado,
permite que o alcool presente no leite evapore durante a fervura e chegue, a
partir do tubo de silicone, na solugéo sulfocrébmica onde por oxirredugéo ocorre
a alteracao na coloracao do reagente, indicando assim a presenca ou auséncia

de alcool. Nas amostras em que o resultado foi duvidoso, o teste foi refeito.
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Resultados

No total foram passiveis de analise 178 amostras, onde cada amostra
representa uma vaca, das quais somente um animal apresentou cetose
subclinica (1,3 mmol/L BHBA), sendo que a média do lote foi de 0,69 mmol/L
BHBA. Além disso, 5 animais positivaram (Tabela 1) no teste de alcool etilico

proposto pelo MAPA.

Tabela 1. Niveis sanguineos de B-hidroxibutirato e escore de condi¢éo corporal das vacas
positivas para o teste de Reducéo do Cromo no Leite Fluido.

Vaca Escore de Condi¢édo Corporal B-hidroxibutirato (mmol/L)
1 2,5 0,97
2 2,5 0,71
3 25 0,64
4 3,5 0,75
5 25 0,71

Na figura abaixo é possivel observar a porcentagem de animais em cada
ponto de ECC.

60,0% -

53,4%
50,0% -
40,0% - 36,5%
30,0% -

20,0% -

Porcentagem de vacas

10,0% - 7,3%
2,8%

v | I

1-15 2-25 3-35 4-45
Escore de condicéo corporal agrupado

Figura 1. Porcentagem de vacas leiteiras da raca Holandés com escore de condicao corporal
entre 1-1,5; 2-2,5; 3-3,5 e 4-4,5.

Contudo, diante do baixo numero de casos de cetose subclinica,

ocorrido principalmente devido aos animais estarem fora do periodo critico para
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desenvolvimento deste transtorno metabolico (DEL 155), ndo foi possivel, com
esta etapa da pesquisa, aceitar ou rejeitar a hipétese do projeto.
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4 Etapall

4.1 Artigo |
Artigo formatado conforme normas da revista Arquivos Brasileiros de Medicina

Veterinaria e Zootecnia.

Elevados Niveis de p-hidroxibutirato sanguineo e a Presenca de Alcool no Leite de

Vacas.

High Levels of Blood B-hydroxybutyrate and the Presence of Alcohol in Milk from

Cows.

Resumo — O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo da cetose subclinica causada por
elevados niveis de butirato na dieta, sobre a positividade do leite fluido no teste de
reducdo do cromo. Para isso, foram utilizadas 10 vacas leiteiras (4 Holandés e 6 Jersey),
as quais foram aleatoriamente divididas entre dois grupos: Grupo controle (n=5), o qual
recebeu a dieta padrdo; Grupo tratamento (n=5), o qual recebeu a dieta padrdo acrescida
de Butirato (CM3000® — Butirato de So6dio 30% — Microencapsulado, Vetanco, Brasil)
a um nivel de 1,5 g/kg peso vivo (PV) durante um periodo de 8 dias. Amostras
individuais de leite e sangue foram coletadas diariamente, sendo o leite analisado
quanto a presenca de alcool e o sangue quanto a concentragdo de P-hidroxibutirato
(BHBA). Os niveis sanguineos de BHBA foram maiores (p<0,0001) no GT quando
comprado ao GC (0,91 mmol/L e 0,64 mmol/L), respectivamente. No entanto, somente
um animal do GT, apresentou amostras positivas para alcool no leite. Com isso, é
possivel afirmar que neste estudo, doses de 1,59 /kg de PV ndo causaram cetose
subclinica. Logo, néo foi possivel aceitar ou rejeitar a hipdtese de que vacas com cetose

subclinica positivam no teste de alcool etilico.

Palavras-chave: Alcoois, Cetose, Butirato, Vaca leiteira.
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Abstract — The objective of this study was to evaluate the relationship of subclinical
ketosis caused by high levels of butyrate in the diet, on the fluid milk positivity in the
chromium reduction test. For this, 10 dairy cows (4 Holstein and 6 Jersey) were used,
which were randomly divided into two groups: Control group (n = 5), which received
the diet offered at the farm; Treatment group (n = 5), which received the farm diet plus
Butyrate (CM3000® - Sodium Butyrate 30% - Microencapsulated, Vetanco, Brazil) at a
level of 1.5 g / kg body weight (BW). Over a period of 8 days. Individual milk and
blood samples were collected daily. The milk sample was analyzed for the presence of
alcohol and samples of blood for the concentration of B-hydroxybutyrate (BHB). BHB
blood levels were higher (p <0.0001) in GT when compared with GC (0,91 mmol/L e
0,64 mmol/L), respectively. However, only one GT animal had positive samples for
alcohol in milk. Thus, it is possible to affirm that in this study doses of 1.5 g / kg of PV
did not cause subclinical ketosis. Therefore, it was not possible to accept or reject the
hypothesis that cows with subclinical ketosis positivate the ethyl alcohol test.

Keywords: Alcohols, ketosis, butyrate, dairy cow.

Introducéo

A ocorréncia de transtornos metabolicos como a cetose sdo muito comuns
durante o periparto de vacas de elevada producdo de leite. Neste periodo, 0s corpos
cetbnicos, produtos fisiolégicos do metabolismo de lipidios, representam a principal
fonte de energia utilizada para mantenca e producéo de leite (Zhang et al., 2016). Dentre
0s corpos cetdnicos envolvidos neste transtorno, se destacam o acetoacetato, acetona e
B-hidroxibutirato (BHBA), sendo este ultimo o mais utilizado para diagnostico, onde
concentragdes de 1,2 a 1,4 mmol/L de BHBA caracterizam um quadro de cetose
subclinica (Chapinal et al., 2012; Raboisson et al., 2014).

No entanto, ndo € somente neste periodo que 0s animais estdo sujeitos a
desenvolverem este transtorno, tendo em vista que o aumento dos corpos cetdnicos
também pode estar relacionado a ingestdo de alimentos com elevada concentracdo de
acido butirico. Segundo Oetzel (2007) o ruminante é capaz de metabolizar 750g/dia de
butirato, porém, quando esta concentragdo é aumentada devido a presenga de

precursores como 0 &cido butirico na dieta, a capacidade de metabolizacdo é



56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

22

ultrapassada, podendo assim aumentar consideravelmente os niveis de BHBA
sanguineos (Valadares Filho & Pina, 2011; Santos, 2011).

Todavia, além dos trés metabolitos agrupados como corpos cetdnicos
(acetoacetato, acetona e BHBA), diversos estudos relatam a presenca de mais um
composto no fluido ruminal, urina, sangue e leite de vacas cetdticas, o Isopropanol
(Robertson et al, 1950; Robertson & Thin,1953; Bruss e Lopez., 2000). A grande
questdo envolvendo o Isopropanol, é que por se tratar de um alcool secundario, a sua
presenca no leite fluido pode ser tomada como fraude pela industria de laticinios,
mesmo sendo este um &lcool proveniente do metabolismo energético do animal.
Segundo Mereze et al. (2015), a presenca de alcool em amostras de leite cru refrigerado,
além de ndo ser um constituinte normal da composicao do leite, € considerada fraude,
pois mascara a adicdo de agua. Em um estudo realizado por Silva et al. (2011),
constatou-se que a adicdo de 0,05% de alcool a uma amostra de leite contendo 3,8% de
agua, seria o suficiente para adequar a crioscopia (-0,530°H) do leite aos parametros
determinados pela legislacéo.

Neste sentido, existem na industria diversos testes e procedimentos realizados
rotineiramente com intuito de evitar que, leite adulterado ou em condicGes sensoriais e
fisico-quimicas inadequadas, passem para o processo de industrializacdo e cheguem ao
consumidor (Rodrigues et al., 2013. Dentre os métodos utilizados para avaliar a
presenca de residuos quimicos na matéria prima, estd a determinacdo qualitativa de
alcool etilico no leite fluido, determinada pelo Ministério da Agriculta, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), cddigo MET POA/SLAV/42/02/01, emitida em 2014. Este
teste se baseia na coloracdo da solucdo sulfocrdbmica, que na presenca de &lcoois
primarios e secundarios é alterada de amarelo para verde, sendo um teste inteiramente
qualitativo. Neste sentido é possivel que o leite de animais acometidos por cetose
subclinica apresentem tracos de alcool e, por isso, seja descartado por suspeita de
fraude. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a relacdo da cetose
subclinica causada por elevados niveis de butirato na dieta, sobre a positividade do leite

fluido no teste de reducdo do cromo.

Metodologia
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Todos os procedimentos realizados neste experimento passaram pela aprovagéo
da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pelotas, estando registrado e aprovado sob numero 9379-2016.

Este estudo foi conduzido nas dependéncias do Centro Agropecuério da Palma,
localizado na cidade de Capédo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. Para isso, foram
utilizadas 10 vacas leiteiras (4 Holandés e 6 Jersey), com escore de condigdo corporal
de 2,0, ordenhadas duas vezes ao dia, produzindo em média 10,78+3,0 e 9,37+3,93
litros de leite/dia, entre grupo controle e tratamento, respectivamente (Tab. 1).

Tabela 1. Dias em lactacdo, escore de condicdo corporal, producdo de leite, peso vivo e
ingredientes da dieta dos grupos controle e tratamento.

item Grupos

Controle Tratamento
Dias em Lactacéo 155+52 15352
Escore de condicéo corporal 2,0 2,0
Producdo de leite (kg/dia) 10,78+3,0 9,37£3,93
Peso vivo (kg) 456 470
Dieta’
Concentrado (kg MS) 2 2,8 2,8
Silagem (kg MS)3 0,92 0,92
Butirato 3% (g/ kg PV)* - 1,5

Dieta ofertada diariamente; MS: matéria seca; 2Concentrado a base de: farelo de soja, farelo de trigo,
milho integral moido, gordura vegetal, triguilho, proteina bruta: 18%, extrato etéreo: 3,5%. 3Silagem de
milho de planta inteira com 35% MS. “CM3000® — Butirato de Sédio 30% — Microencapsulado,

Vetanco, Brasil.

As vacas foram divididas aleatoriamente entre dois grupos: Grupo controle
(n=5), o qual recebeu a dieta padrdo; Grupo tratamento (n=5), o qual recebeu a dieta
padrdo acrescida de Butirato de sodio (CM3000® - Butirato de Sddio 30% -
Microencapsulado, Vetanco, Brasil) a um nivel de 1,5 g/kg de peso vivo (PV), como
sugerido por Herrick et al. (2017). Ambos os grupos receberam um acréscimo de 4kg de
silagem de milho na dieta, no entanto, segundo calculo de energia realizado no
programa NRC 1.1.9 (2001), a oferta de alimento disponivel na propriedade (12kg
MS/vaca/dia) ndo supria adequadamente 0s requerimentos energéticos dos animais, 0S
quais encontravam-se em balanco energético negativo (BEN), com um déficit de 18,2
Mcal/dia.
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As concentracdes de acidos graxos volateis da silagem de milho (Tab. 2) foram
avaliadas em laboratorio comercial (3rLab, Lavras — MG, Brasil), onde ndo foram
detectados niveis de acido butirico, eliminando assim um possivel efeito da silagem
sobre os tratamentos.

Tabela 2. Concentracdes de produtos da fermentacao da silagem de milho ofertada aos
animais.

Produtos de fermentacao Concentragdo
Matéria seca (%) 23,29
Acido latico (%MS) 0,57
Acido acético (%MS) 4,78
Acido butirico (%MS) ND*

“Nio detectado. MS: matéria seca.

O periodo de avaliacdo foi de 8 dias e, diariamente, foram coletadas amostras
individuais de leite e sangue. Além disso, também foram coletadas amostras para avaliar
as concentracdes de BHBA dos animais no dia zero (10 janeiro), antes de iniciar o
experimento (GC: 0,33mmol/LBHBA; GT: 0,54mmol/LBHBA).

Com frascos de vidro previamente esterilizados, foram coletados 400ml de
leite/vaca/dia, divididos entre ordenha da manha e da tarde. Logo apds a coleta, as
amostras foram acondicionadas em caixas térmicas a uma temperatura de 4°C.

Seguinte ao término da ordenha, ambos os grupos (GC e GT) receberam a dieta
disponibilizada pela propriedade experimental, sendo que o GT teve a inclusdo de
1,59/kg PV de Butirato de sbédio 30%. Apdés o término da alimentacdo
(aproximadamente uma hora), realizou-se a coleta de sangue atraves de venopuncéo da
veia coccigea em tubos vaccutainer sem anticoagulante. Os tubos ja identificados pos
coleta foram acondicionados em caixa térmica a uma temperatura de 4°C até o
processamento no laboratorio.

No laboratério, o sangue foi imediatamente centrifugado a 1800 x G por 15
minutos (centrifuga SIEGER, Sirius 4000) para a separacdo completa do soro, o qual foi
transferido para microtubos tipo eppendorf, previamente identificados e congelados a -
20°C. As concentragdes de B-hidroxibutirato (BHBA) no soro foram analisadas em
equipamento Bioquimico automatico LABTEST Pleno, utilizando um Kit comercial
(BHBA: Ranbut, Randox ® Laboratories Ltd, UK).
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A determinagdo qualitativa de &lcool no leite fluido foi realizada segundo
metodologia determinada pelo Ministério da Agriculta, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), codigo MET POA/SLAV/42/02/01, emitida em 2014. Para isso, foi
acrescentado 3 ml de antiespumante 3% (TEC-Lab®) em 100 ml de leite cru, o qual foi
aquecido em kitassato de 500ml mantendo a fervura por 5 min. Em um tubo de ensaio
contendo 2 ml de solucéo sulfocrémica, submergiu-se uma ponteira de vidro de Pasteur
conectada a um tubo de silicone ligado ao kitassato contendo o leite em fervura. Este
circuito fechado, permite que o alcool presente no leite evapore durante a fervura e
chegue, a partir do tubo de silicone, na solugéo sulfocromica (K>Cr.O7 + H2SOs), que
por oxirreducdo gera a alteragdo na coloracdo do reagente, indicando assim a presenca
ou auséncia de alcool.

Para avaliacdo dos niveis sanguineos de BHBA dos grupos, utilizou-se a analise
MIXED models considerando os dias e 0s grupos e sua interagdo (Dias*Grupos). O
nivel de significancia admitido foi de 95% e o programa estatistico utilizado foi 0 SAS
9.3 (2013).

Resultados e Discussdo

Somente uma vaca, do GT, teve o leite positivo para presenca de alcool
mediante  teste  qualitativo  determinado  pelo MAPA, codigo MET
POA/SLAV/42/02/01, sendo que do total de 14 amostras coletadas deste animal, 3
foram positivas. Segundo alguns autores, a presenca de alcoois no leite cru é comum
(Toso et al., 2002; Hougaard et al., 2011), principalmente quando 0s animais
apresentam quadros de cetose, caraterizada pela elevagdo dos niveis de corpos cetdnicos
e isopropanol, um alcool secundario (Robertson et al, 1950; Robertson & Thin,1953).
Neste sentido, sabendo que o leite possui alcoois na sua constituicdo e, sabendo que o
teste proposto pelo MAPA ndo reage somente com alcool etilico, visto que trés
amostras de leite cru positivaram durante o experimento, fica clara a ineficacia deste
teste em condenar por fraude ou ndo amostras de leite fluido.

Durante o experimento o0s niveis sanguineos de BHBA do animal que apresentou
amostras positivas no teste de alcool tiveram varios picos, onde somente em um

momento ultrapassou o limite de 1,2 mmol/L BHBA (Raboisson et al., 2014),
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caracterizando cetose subclinica. No entanto, sabe-se que com o aumento dos niveis
séricos de BHBA, tem-se também, o aumento das concentracbes dos demais corpos
cetbnicos, acetoacetato e acetona (Esposito et al., 2014). Segundo alguns autores, a
acetona, via corrente sanguinea, sofre no rimen o processo de reducdo a isopropanol
por acdo de microrganismos (Bruss e Lopez, 2000; Sato, 2009), j& outros autores
especulam sobre a reducdo da acetona pela enzima &lcool desidrogenase (ADH),
presente no figado de humanos, ruminantes e outras espécies (Shibusawa et al., 2004;
Baik et al., 2009; Cederbaum, 2012). Portanto, é possivel que este animal tenha
excretado no leite uma concentragdo consideravel de isopropanol, que por ser um &lcool
secundério, fez com que o leite positivasse no teste qualitativo proposto pelo MAPA.

Contudo, mesmo os niveis de BHBA do GT sendo mais elevados que os do GC
(p<0,0001) (0,91 mmol/L e 0,64 mmol/L) respectivamente, a suplementacédo de 1,59/ kg
PV de butirato de sédio ndo foi o suficiente para causar cetose subclinica nos animais
tratados. Entretanto, se esperava um aumento ainda maior dos niveis sanguineos de
BHBA, visto que 75% do butirato produzido no rimen é oxidado a BHBA no epitélio
ruminal pela enzima Butiril-CoA sintetase (Huhtanen et al., 1993; Santos, 2011;
Vicente et al., 2014), e o excedente, no figado, pode ser direcionado a sintese de corpos
cetdnicos ou ciclo de Krebs via acetil-Coa (Kozloski et al., 2011). Porém, é possivel
observar na Fig. 1. que os niveis mantiveram-se constantes durante todo o experimento,
ao contrario do relatado por Huhtanen et al., (1993) e Miettinen e Huhtanen (1996), que
ao suplementar vacas leiteiras com 600g/dia e 750g/dia de butirato de sodio,
concentracdes ainda menores que as do presente estudo, observaram um aumento linear
nas concentragdes sanguineas de BHBA de 1,73 mmol/L e 1,8mmol/L,
respectivamente. Ainda neste contexto, Herrik et al. (2017), avaliando a infusdo
intraruminal durante uma hora de butirato de sodio para vacas em balango energético
positivo a um nivel de 1 a 2g/ kg PV, obteve elevacdo dos niveis sanguineos de 2,77
mmol/L e 3,58 mmol/L de BHBA.
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Figura 1. Niveis sanguineos médios de B-hidroxibutirato de vacas suplementadas com
1,5 g/ kg PV butirato de sddio 30% (Tratamento; GT) ou sem suplementacéo (Controle;
GC) durante o periodo experimental de 8 dias. P<0,0001 sdo considerados
significativos.

Durante 0 BEN, o déficit energético faz com que o organismo passe a utilizar,
como fonte de energia para os tecidos, 0s corpos cetonicos, principalmente 0 BHBA
(Zhang et al, 2016), logo, devido aos animais apresentarem BEN com déficit 18,2
Mcal/dia, presume-se que a utilizacdo do BHBA pelos tecidos tenha resultado no
declinio dos niveis sanguineos deste metabdlito. Além disso, ndo se descarta a hipdtese
da provavel utilizacdo deste metabdlito pela glandula mamaria para sintese de gordura
(Huhtanen et al., 1993; Miettinen e Huhtanen 1996; Mahrt et al., 2014).

Conclusao

A suplementacdo com 1,5g/kg de peso vivo de Butirato de Sodio durante 8 dias,
ndo causam cetose subclinica em vacas de baixa producdo. Com isso, ndo foi possivel
com este estudo aceitar ou rejeitar a hipotese de que vacas com cetose subclinica
positivam no teste de alcool etilico. Logo, sugere-se um novo estudo utilizando doses

mais elevadas de Butirato de Sédio.
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5 Conclusao Geral

A suplementacdo com 1,5g/kg de peso vivo de Butirato de Sodio para
vacas de baixa producdo, durante 8 dias, ndo resultou em cetose subclinica.
Com isso, ndo foi possivel com este estudo aceitar ou rejeitar a hipétese de
que vacas com cetose subclinica positivam no teste de éalcool etilico. Logo,
sugere-se um novo estudo utilizando doses mais elevadas de Butirato de
Saodio.
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