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EFEITO DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE SUPLEMENTACAO DE
COLINA PROTEGIDA EM VACAS LEITEIRAS DURANTE O
PERIODO DE TRANSICAO

AUTORA: Adelina Rodrigues Aires
ORIENTADORA: Marta Lizandra do Rego Leal

O periodo de transicdo € a fase mais critica do sistema de producao leiteira. As drasticas quedas do
consumo de matéria seca no periparto e 0 aumento dos gastos energéticos no inicio da lactagdo resultam em
balanco energético negativo (BEN). Vacas leiteiras sob BEN obtém energia de suas reservas de gordura através
de mobilizagdo de &cidos graxos ndo esterificados (AGNE). A elevagdo desse metabolito e de seus produtos na
corrente sanguinea possui consequéncias drésticas a sadde, producdo e reproducéo de vacas leiteiras. A busca por
estratégias para reduzir esse desbalango e melhorar o desempenho de vacas em transicdo é um desafio aos
produtores e técnicos da area. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da colina protegida na
producdo, salde uterina, metabolismo e reprodugdo em vacas no periodo de transicdo com diferentes tempos de
suplementacdo. No primeiro estudo foram utilizadas 15 vacas no periodo de transi¢do. O grupo tratado foi
suplementado com 80 gramas de colina protegida por 21 dias antes do parto e 40 dias ap6s. Amostras de sangue
foram coletadas nos dias 21 e 10 antes do parto e nos dias 10, 20 e 30 do pos-parto para avaliagdo do perfil
metabdlico, hepético e oxidativo. A suplementacdo com colina ndo alterou os teores de frutosamina, colesterol,
AGNE, beta hidroxibutirato (BHB), fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I), aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT) e total de oxidantes (TOS). A pesagem do leite foi
realizada nos dias 10, 20 e 30 de lactacdo, ndo havendo efeito do tratamento na producéo. Aos 60 dias pds-parto
foi realizado exame ginecoldgico. Aos 60 dias o grupo controle apresentou maior nimero de casos de endometrite,
ndo havendo efeito do tratamento sobre o intervalo entre partos. Os teores de progesterona apresentaram-se
maiores no grupo controle que no grupo tratado aos 60 dias pds-parto. A suplementacdo de colina de forma ndo
alterou o perfil metabdlico, mas reduziu o nimero de casos de endometrite aos 60 dias pos-parto. No segundo
estudo, foram utilizadas 54 vacas, divididas em trés grupos: controle, vacas suplementadas por 10 dias pré-parto
com colina protegida (T10) e vacas suplementadas por 20 dias pré-parto com colina protegida (T20). Amostras de
sangue foram coletadas nos dias 10, 20 e 30 pds-parto para determinagdo dos teores de frutosamina, colesterol,
AGNE, BHB, AST, GGT e TOS. Nao houve diferenca entre grupos para nenhum dos pardmetros sanguineos. A
producdo de leite foi avaliada nos dias 10, 20 e 30 de lactagdo, ndo havendo efeito dos tratamentos sobre o volume
de leite produzido. O intervalo entre parto e concepg¢éo foi menor em animais do grupo T20 em rela¢do aos demais
grupos. A colina protegida ndo alterou o perfil metabdlico de vacas leiteiras sob balango energético negativo
moderado. O uso prolongado de colina reduziu o nimero de casos de endometrite, enquanto que sua suplementagéo
por 20 dias no pré-parto reduziu o intervalo entre parto e concepcéo.

Palavras-chave: Colina protegida, periodo de transicdo, vacas leiteiras, reproducdo, perfil metabdlico.
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EFFECT OF DIFFERENT PROTOCOLS OF THE CHOLINE
PROTECTED SUPPLEMENT IN DAIRY COWS DURING THE
TRANSITION PERIOD

AUTHOR: Adelina Rodrigues Aires
ADVISOR: Marta Lizandra do Rego Leal

The transition period is the most critical phase of the dairy production system. The large drop in dry
matter intake peripartum and rising energy costs in early lactation result in negative energy balance (BEN). Dairy
cows under BEN obtain energy from their fat reserves through mobilization of non-esterified fatty acids (NEFA).
The elevation of this metabolite and its products in the bloodstream has drastic consequences to health, production
and reproduction of dairy cows. The search for strategies to reduce this imbalance and improve the transition cow
performance is a challenge to producers and experts in the field. Thus, the aim of this study was to evaluate the
effect of the choline protected in production, uterine health, metabolism and reproduction in cows during the
transition period with different supplementation times. In the first study were used 15 cows in the transition period.
The treated group was supplemented with 80 grams of choline protected for 21 days before calving to 40 days.
Blood samples were collected on days 21 and 10 before delivery and on days 10, 20 and 30 for postpartum
evaluation of metabolic, liver and oxidative profile. The supplementation with choline did not change the
fructosamine, cholesterol, NEFA hydroxybutyrate beta (BHB), growth factor similar to insulin (IGF-I), aspartate
aminotransferase (AST), gamma glutamyltransferase (GGT) and total oxidants (TOS) levels. Weighing of milk
was performed on days 10, 20 and 30 of lactation, and no treatment effect on production. At 60 days postpartum
was conducted gynecological examination. After 60 days, the control group had more cases of endometritis, but
no effect of treatment on the calving interval. Progesterone levels were larger in the control group than in the group
treated at 60 days postpartum. Choline supplementation so it did not change the metabolic profile, but reduced the
number of cases of endometritis at 60 days postpartum. In second study were used 54 cows, divided into three
groups: control, cows supplemented by 10 antepartum days with protected choline (T10) and cows supplemented
by 20 antepartum days with protected choline (T20). Blood samples were collected on days 10, 20 and 30
postpartum for determination of fructosamine, cholesterol, NEFA, BHB, AST, GGT and TOS levels. There was
no difference between groups for any of the blood parameters. Milk production was evaluated on days 10, 20 and
30 of lactation, with no effect of treatments on the volume of milk produced. The interval between delivery and
conception was lower in animals T20 group than the other groups. The protected choline did not change the
metabolic profile of dairy cows under moderate negative energy balance. Prolonged use of choline reduced the
number of cases of endometritis, while supplementation for 20 days in antepartum reduced the interval between
parturition and conception.

Keywords: Protected choline, transition period, dairy cows, reproduction, milk production.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a producédo de leite bovino, tem se destacado como importante
setor da atividade agropecuaria mundial. A aplicacdo de técnicas modernas e a
profissionalizacdo da atividade tém elevado significativamente os indices de producéo e
reduzido a ocorréncia de enfermidades de ordem infecciosa nos rebanhos. No entanto, o
aumento na produtividade e sanidade das vacas leiteiras modernas tornaram mais evidentes
e severos os transtornos de ordem metabdlica experimentados por esses animais,
principamente nas fases mais criticas de seu ciclo produtivo.

O periodo de transicdo é conhecido como o intervalo entre as trés semanas que
antecedem o parto até cerca de trés semanas pds-parto e destaca-se como a fase em que
ocorrem as maiores alteracbes metabdlicas no ciclo produtivo de vacas leiteiras
(LEBLANC, 2010). Durante essa fase, a vaca deve adaptar-se a mudangas de ambiente e
de dieta, bem como a uma demanda energética consideravelmente aumentada (HUZZEY et
al., 2005). Esse aumento da demanda energética ndo € compensado pela ingestdo de matéria
seca, durante o periodo de transicdo, levando a um balanco negativo de energia e
consequente mobilizacdo de gordura das reservas corporais (DRACKLEY et al., 2001). O
balanco energético negativo apresenta consequéncias distintas, de acordo com sua
intensidade. Alteracdes como cetose e figado gorduroso, queda na producdo de leite e na
imunidade e doencas e falhas reprodutivas sdo as consequéncias mais relatadas (OSPINA
et al., 2010a; OSPINA et al., 2010b; CONTRERAS e SORDILLO, 2011).

Muitos sdo os estudos, sobre o periodo de transicao, desenvolvidos em busca de técnicas
ou tratamentos para reduzir as perdas e problemas oriundos dos transtornos periparto
(MINOR et al., 1998; PICKETT et al., 2003; HOEDEMAKER et al., 2004). Dentre eles, o
uso de nutrientes como a colina, vem se destacando na suplementagédo preventiva para 0s
transtornos relacionados a essa fase (COOKE et al., 2007). A colina é bem conhecida por
ser efetiva na prevencdo de cetose clinica (LIMA et al., 2012), no entanto sua agdo sobre 0s
demais transtornos do periparto € bastante controverso. Tanto a dose quanto o tempo de
suplementacdo necessarios para reduzir a incidéncia de cetose subclinica e os transtornos
reprodutivos pos-parto ainda ndo estdo definidos na literatura. Dessa forma avaliou-se 0
efeito de duas formas de suplementacdo da colina sobre 0s parametros sanguineos e sobre

a reproducéo de vacas leiteira no pds-parto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PERIODO DE TRANSICAO E ALTERACOES METABOLICAS DE VACAS NO
PERIPARTO

O periodo de transicdo corresponde ao intervalo entre as trés semanas antes do parto e
trés semanas pds-parto. Durante esse periodo a vaca passa por inimeras mudangas no seu
metabolismo para que se adapte para o parto e lactogénese. Uma das principais mudancas
decorrentes destas adaptacdes estd relacionada com o aumento da demanda energeética
(CONTRERAS e SORDILLO, 2011).

Ao longo do tempo as vacas foram selecionadas para que produzissem cada vez mais
leite. Essa alta producao, que é mais significativa no inicio da lacta¢do, aumentou ainda mais o
dispéndio energético das vacas criadas em sistemas intensivo e semi-intensivo. Segundo o NRC
(2001), a exigéncia de energia dobra em uma vaca, logo apds o parto. Uma vaca adulta
produzindo 25 Kg de leite por dia necessita de 28,8 Mcal/d, nos primeiros dias de lactagéo,
enguanto que a mesma vaca, nos dois dias anteriores ao parto necessita de apenas 14,5 Mcal/d
(NRC, 2001). Essa elevacdo acentuada nas necessidades energéticas ndo é devidamente
compensada pela vaca no inicio da lactacdo ja que hd uma queda acentuada de ingestdo de
matéria seca (IMS) nos dois dias que antecedem o parto, com retorno lento na ingestdo, ndo
acompanhando as exigéncias da vaca (LEAN et al., 2013). A queda da IMS pode ser de até
30%, no periodo periparto (HAYIRLI et al., 2002).

Essa queda na ingestdo de matéria seca parece ser fisiologica em vacas leiteiras, no
entanto suas consequéncias para o organismo da vaca podem ser graves. A elevacdo abrupta
das exigéncias energéticas associada a queda drastica de ingestdo de alimento resulta em uma
situacdo metabdlica denominada balanco energético negativo (BEN) (DRACKLEY, 1999). O
BEN é responsavel pelo desencadeamento de inimeras reacfes adaptativas no organismo
animal, com o objetivo principal de disponibilizar fontes energéticas alternativas, tais como as
reservas de gordura corporal (TAMMINGA et al., 1997). Durante o inicio da lactacdo é
mobilizado algo entre 30 a 50 Kg de gordura do tecido adiposo (BELYEA e ADAMS, 1990).
Essa mobilizacdo de gordura resulta em altos teores de acidos graxos ndo esterificados (AGNE)
no sangue de vacas nesse periodo (SORDILLO e RAPHAEL, 2013), utilizados como fonte de
energia alternativa para uma grande parte dos tecidos, poupando a glicose que passa a ser
direcionada em grande proporcéo para a glandula maméria, para producdo de lactose. Além
disso, 0s AGNE podem originar parte da gordura secretada no leite ou podem ser encaminhados
ao figado para metabolizacdo (EMERY et al., 1992).



12

Apesar do aporte energético proporcionado pelo AGNE a glandula mamaria, altos teores
sanguineos desses metabdlitos sdo relacionados a queda acentuada na producao de leite, de tal
forma que Ospina et al. (2010a) descreveram que teores de AGNE acima de 0,57 mEg/L apés
0 parto resultam em reducdo de cerca de 600kg na producéo total de um ciclo de lactacéo, fato
que segundo esses autores, esta relacionada com o efeito desse metabdlito na fungdo hepatica.
Os AGNE que chegam ao figado podem ser diretamente transformados em energia, oxidados
até corpos ceténicos ou podem formar triglicerideos (DRACKLEY et al., 2001), processos que

sobrecarregam o figado (Figura 1).
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h
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Figura 1 — Metabolismo dos acidos graxos nao-esterificados em vacas leiteiras (Ospina

etal., 2013).

Os triglicerideos, produtos da reesterificacdo do excesso de AGNE hepatico, devem ser
retiradas do figado apds sua sintese através de sua conjugacdo com moléculas denominadas
lipoproteinas de muito baixo peso molecular (VLDL) (EMERY et al., 1992). Fisiologicamente,
a producdo de VLDL é deficitaria em ruminantes (KLEPPE et al., 1988), o que possibilita uma
rapida acumulacdo de triglicerideos do figado, situacdo conhecida como esteatose hepatica ou
figado gorduroso (GERLOFF et al., 1986). De acordo com Bobe et al. (2004), as altas taxas de
AGNE circulantes em vacas no periparto poderao predispor a esta sindrome.

Ruminantes sdo por natureza menos sensiveis aos efeitos da insulina do que as demais

espécies (SASAKI, 2002), principalmente no que se refere a tecidos como o adiposo e
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muscular. A molécula transportadora de glicose do tipo 4 (GLUT4), que é responsiva a insulina,
esta presente em menor quantidade e é menos translocada para a membrana celular em animais
ruminantes do que em ndo-ruminantes, sendo esta a principal causa da baixa ac¢do da insulina
nesses animais (DUHLMEIER et al., 2005). Mas é durante o inicio da lactacdo que ocorrem as
maiores alteracbes na particdo da glicose. De acordo com Kuhla et al. (2011) nas quatro
primeiras semanas pés-parto ha 40% menos GLUT4 no tecido muscular esquelético, assim
como no tecido adiposo hd menor producédo de transportador de glicose do tipo 1 (GLUT1) e
de GLUT4. Essa drastica reducdo do transporte da glicose para o interior das células ocorre ao
mesmo tempo em que a glandula maméria possa a consumir de 50% a 85% da glicose
disponivel (DRACKLEY et al., 2001), independentemente da a¢do da insulina (KOMATSU et
al., 2005). A reducdo do transporte de glicose para o interior das células e o aumento da
demanda por esse metabdlito no inicio da lactagdo agravam sobremaneira o balanco energético
negativo experimentado pela vaca leiteira no periodo de transicao.

O balango energético negativo e a insuficiéncia de energia no figado, devido a queda da
IMS apds o parto proporcionam um maior direcionamento dos AGNE para o interior da
mitocondria, onde, sob baixos niveis dos derivados do acido propiénico, os AGNE séo
parcialmente oxidados em corpos cetonicos (EMERY et al., 1992). Os corpos cetdnicos séo
basicamente produtos da quebra mitocondrial do AGNE em cetoécidos, acetoacetato e f3-
hidroxibutirato (BHB), e 0 aumento desses metabolitos na corrente sanguinea pode desencadear
a sindrome conhecida como cetose (DRACKLEY et al., 2001).

A cetose é uma sindrome comum em vacas de alta producéo durante o primeiro més de
lactacdo, podendo apresentar-se de forma clinica ou subclinica. Na cetose clinica sdo visiveis
sinais como producéo de leite severamente reduzida, queda no consumo de matéria seca e perda
de peso, acompanhados da elevacdo dos niveis de corpos cetdnicos séricos (DETILLEUX et
al., 1994). Na cetose subclinica, os sinais clinicos sdo pouco aparentes, ocorrendo elevacdo nos
teores de corpos cetdnicos circulantes e queda moderada na producéo de leite (ANDERSSON,
1988).

Para fins de diagndstico da cetose, além da avaliagdo da presenca de sinais clinicos, faz-
se uso da mensuragdo dos corpos cetbnicos circulantes. No entanto devido a natureza labil da
maioria das cetonas (BERGMAN, 1971) é consenso entre 0s pesquisadores que 0 cOrpo
cetdnico mais estavel para mensuragéo é o BHB sanguineo, metabolito facilmente determinado
através de método colorimétrico (TYOPPONEN et al., 1980). Seus niveis variam sobremaneira
de acordo com a gravidade do transtorno e essa variacdo € utilizada na bovinocultura leiteira

moderna como parametro ao se classificar a cetose. De acordo com Oetzel (2004), teores séricos
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de BHB entre 1,4 e 2,9 mmol/L séo encontrados em vacas sob cetose subclinica, enquanto que
vacas com mais que 3,0 mmol/L de BHB sao consideradas clinicas.

Sabe-se que a cetose clinica acomete entre 2 a 15% das vacas leiteiras durante o inicio
da lactacdo (SUTHAR et al., 2013) e que 0s prejuizos referentes a esse transtorno alcangcam 60
milhdes de dolares por ano nos Estados Unidos (BOBE et al., 2004). J& em relacdo a cetose
subclinica, sua ocorréncia vem se destacando como o principal transtorno pds-parto nos
rebanhos modernos, com incidéncia variando entre 11,2% e 43,3% (SUTHAR et al., 2013;
MCART et al., 2012). A cetose subclinica pode acometer vacas leiteiras em praticamente todo
o periodo de transicéo, no entanto, de acordo com McArt et al. (2012) € no quinto dia pds-parto
que se concentra 0 maior nimero de casos desse transtorno.

A auséncia de sinais clinicos visiveis nos casos de cetose subclinica ndo torna esse
transtorno de pouca importancia. Muitos sdo os estudos que comprovam a relacao entre casos
de cetose subclinica e outros transtornos do periparto (DUFFIELD et al., 2009; MCART et al.,
2012; SUTHAR et al., 2013). Entre esses transtornos, o deslocamento de abomaso é
frequentemente relatado como consequéncia da cetose subclinica (LEBLANC et al., 2005). De
acordo com Ospina et al. (2010a), vacas com niveis de BHB superiores a 1,0 mmol/L aos 15
dias pds-parto tem 6,9 vezes mais chances de desenvolver deslocamento de abomaso até os 30
dias de lactacdo. Ja LeBlanc et al. (2005) relatam que niveis de BHB acima de 1,4 mmol/L até
7 dias p6s-parto podem elevar em até 8 vezes a chance de ocorrer deslocamento.

A cetose subclinica pode afetar a producéo de leite de forma moderada, havendo reducgéo
na producdo entre 2,2 e 4, 4 Kg/dia (OSPINA et al., 20010b; CHAPINAL et al., 2012). De
acordo com Duffield et al. (2009), niveis de BHB superiores a 1,8 mmol/L, durante a primeira
semana pds-parto, reduzem em até 333,7 litros a producdo de leite em uma lactagéo de 305 dias.
Para McArt et al. (2012), a queda na producdo esta associada a reducdo de energia disponivel
para a glandula mamaria.

Muitas vacas sdo capazes de resistir aos desafios metabdlicos associados com o inicio
da sintese de leite, no entanto, Bigras-Poulin et al. (1990) relataram que mais de 50% das
lactacBes sofrem interferéncia de alguma doenca relacionada com ao periodo de transi¢do. O
balanco energético negativo, a mobilizagdo intensa de TG do tecido adiposo e a cetogenése séo
altamente associados a desordens no periparto (BOBE et al., 2004; DUFFIELD et al., 2009).
Além dos transtornos diretamente ligados ao desbalango metabolico, Hammon et al. (2006)
relatam também a ocorréncia de uma reducédo da resposta imune de vacas no periodo periparto.
Muitos componentes do sistema imune parecem ser afetados negativamente por concentragdes
elevadas de corpos cetonicos (SURIYASATHAPORN et al., 2000). As altas concentracGes de
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BHB no sangue e o acumulo de triglicerideos no figado estdo relacionados com reduzida a¢&o
dos neutrofilos (ZERBE et al., 2000; GRINBERG et al., 2008), o que influencia negativamente
a funcdo imune desses animais.

De acordo com Cerone et al. (2007), neutrofilos e macrofagos obtidos de leite bovino,
quando incubados sob altas concentragdes de BHB apresentam atividade reduzida. De acordo
com esses autores, além de uma reducdo de até 33% na producdo de peroxido de hidrogénio
por parte dos neutrofilos, ocorre uma significativa reducdo da atividade fagocitaria de
macrofagos, alteracGes atribuidas a mudancas na membrana plasmatica dessas células causadas
pelos corpos cetdnicos. Essas alteracdes nas celulas de defesa do tecido mamario tém sido
relacionadas ao aumento da susceptibilidade a mastite em vacas no periodo de transicdo de tal
forma que Kremer et al. (1993) associaram a hipercetonemia a gravidade de infeccdes
intramamarias por Escherichia coli.

A presenca de corpos cetdnicos na circulagdo de vacas no inicio da lactacdo também
aumenta a probabilidade de retencdo de placenta e processos infecciosos uterinos (SUTHAR et
al., 2013). De acordo com Hammon et al. (2006), a atividade fagocitaria de polimorfonucleares
uterinos é afetada negativamente pelo balanco energético negativo e cetose, o que, durante a
fase de involucdo uterina possibilita a entrada e multiplicacédo bacteriana. Dessa forma, Reist et
al. (2003), descrevem que vacas com concentracdes de cetonas no leite superiores a 0,4 mmol/L
possuem 3,2 vezes mais chance de desenvolver metrite no pos-parto.

Além de alterar a atividade inflamatoria, o balango energético negativo reduz a atividade
imune em vacas leiteiras por reduzir o aporte de glicose para as células de defesa, que sédo
grandes consumidoras dessa fonte de energia (SURIYASATHAPORN et al., 2000).

Animais supercondicionados no pré-parto e que apresentam perda de peso acentuado
apos o parto tém maiores chances de adoecer no inicio de lactacdo (KIM e SUH, 2003;
NOGALSKI et al. 2012). Em humanos, a obesidade tem sido associada a ocorréncia de
processos infecciosos devido a uma condicdo inflamatéria cronica resultante de altas
concentragOes séricas de AGNE (DE HEREDIA et al., 2012), capaz de exaurir 0 sistema imune
e predispor a infecces. Vacas obesas mobilizam muito mais gordura no p6s-parto que vacas
em condic¢&o corporal moderada, e, assim como nos humanos, os altos teores sericos de AGNE
resultantes alteram a atividade das células de defesa, tornando-as menos responsivas a infec¢ao
(LACETERA et al., 2004). O efeito dos AGNE na satde de vacas leiteiras é tdo relevante que,
segundo Seifi et al. (2011), vacas com teores desse metabdlito acima de 1,0 mmol/L no

periparto tem 3,6 vezes mais chances de ser descartada ao longo do seu ciclo produtivo.
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A alta demanda energética e a excessivo aumento da atividade metabdlica associada ao
final da gestacdo, ao parto e ao inicio da lactacdo podem resultar em um aumento da produgéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (SORDILLO,
2005). A producdo de EROs e de seus produtos, tais como o malondialdeido, esta altamente
correlacionada com os teores de BHB em animais no periodo periparto (BERNABUCCI et al.,
2005).

A performance reprodutiva é fortemente influenciada por inimeras condicdes inerentes
ao animal, tais como genética, ambiente, manejo, nutricdo e ocorréncia de doengas (LUCY,
2001). No entanto, um dos fatores de maior efeito sobre a reproducdo de vacas leiteiras € o
manejo nutricional inadequado no final da lactacdo e no periodo seco (ROCHE, 2006). Segundo
Westwood et al. (2002) as altas concentracdes de AGNE presentes apds o parto sdo associadas
com a menor probabilidade de concepcao nos primeiros 150 dias de lactacdo. Esses mesmos
autores afirmam que o aumento na produgdo em vacas no inicio da lactacdo esta negativamente
relacionado com a apresentagdo de cio na primeira ovulacdo. No estudo realizado por Butler et
al. (1981), a primeira ovulacdo ocorreu ap6s 10 dias do final do periodo de balanco energético
negativo, evidenciando que o retorno a ciclicidade esta intimamente associado a disponibilidade
de energia.

Segundo Ospina et al (2010b) a intensidade do balanco energético negativo
experimentado pela vaca no pos-parto esté diretamente relacionado com o retorno a atividade
reprodutiva. De acordo com esses autores, quanto menores 0s niveis séricos de AGNE mais
cedo as vacas concebem.

A baixa eficiéncia reprodutiva resulta em aumento do intervalo entre partos, do descarte
involuntario devido a baixa fertilidade, dos custos com inseminacao, e reducdo da producao de
leite por vaca e de bezerros por ano (JORRITSMA et al., 2003) o que gera prejuizos econdmicos
na atividade.

Além dos transtornos referentes a concepcdo, falhas no manejo durante o periparto e o
severo balango energético negativo, muitas vezes resultam em infeccbes uterinas. A
endometrite é definida como uma infec¢do uterina inespecifica de aspecto cronico, que acomete
vacas a partir de trés semanas ap6s o parto (BONDURANT, 1999). De acordo com LeBlanc et
al. (2002), a ocorréncia de endometrite reduz as chances de concepgédo, além de aumentar 0s
dias em aberto em vacas leiteiras. Ainda de acordo com esses autores vacas com endometrite
tem mais chances de ser descartadas precocemente. Em vacas leiteiras, a elevada producdo de
leite durante o inicio da lactacdo e o balango energético negativo severo, resultante da alta

producéo estdo intimamente associados ao retardo na involugao uterina (WATHES et al., 2009).
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Segundo Hammon et al. (2006), vacas que apresentam endometrite até a quinta semana pos-
parto possuem teores de AGNE superiores aos animais saudaveis. Ainda de acordo com esses
autores a relacdo entre AGNE e ocorréncia de endometrite é explicada pela reducéo na atividade

dos neutrofilos em animais sob severo balango energético negativo.

2.2 COLINA

Proveniente da metionina, a colina é requerida para sintese de fosfatidilcolina. A
fosfatidilcolina é essencial para ruminantes, sendo fundamental para a absorcao e transporte de
lipidios, fazendo parte da estrutura da membrana celular, sinalizagdo celular e sintese de
lipoproteinas (ZEISEL; HOLMES-MCNARY, 2001). A fosfatidilcolina é o fosfolipidio mais
abundante nas células de animais mamiferos, participando com até 50% do total de fosfolipidios
da membrana de todas as células (KUKSIS; MOOKERJEA, 1978). Dessa forma, uma
deficiéncia de colina pode acarrentar em danos a integridade das celulas.

Em vacas leiteiras, uma boa parte dos fosfolipideos produzidos é secretado no leite; em
uma producdo diaria de 25 litros de leite ha secrecdo de cerca de 10g de fosfolipidios
(KINSELLA, 1973). No leite os fosfolipidios sdo parte importante dos glébulos de gordura. A
colina é parte também do neurotransmissor acetilcolina que € sintetisado nos neurénios. A
acetilcolina € um sinalizador indispenséavel no sistema nervoso central e periférico, sendo, neste
ultimo, responsavel pela contracdo muscular. Além disso, a colina é doadora de grupos metil
para inumeros processos, incluindo a formacao de glutationa.

A deficiéncia de colina esta relacionada com a ocorréncia de lipidose hepética (ZEISEL
et al., 1993). Os triglicerideos sdo transportados para fora do figado como um constituinte de
lipoproteina de baixo peso molecular (VLDL). A colina pode poupar metionina (como um
doador de grupo metila), deixando-a disponivel para a sintese de proteina (componente de
VLDL), além de servir como um substrato para a sintese de fosfatidilcolina, um outro
componente de VLDL (PINOTTI, 2002). A quantidade de VLDL em bovinos é muito baixa,
principalmente pelo seu grande uso em tecidos extra-hepaticos principalmente durante a
lactacdo (GRUFFAT et al. 1996).

Em vacas leiteiras em periodo de transicdo suplementadas com colina protegida foi
descrito uma reducdo no contetdo de triglicerideos no figado (PIEPENBRINK; OVERTON,
2004; ZOM et al., 2011). Cooke et al. (2007) submeteram vacas secas a restri¢cao energética, e
observaram efeito da colina na reducdo dos teores de triglicerideos hepaticos e de AGNE no

soro apos 10 dias de suplementacdo com colina. Na alimentagdo dos ruminantes, a colina é
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tipicamente vista como um componente ndo essencial, apesar de indicacdes de que apenas até
30% da colina necessérias é fornecida por fluxo duodenal de colina (ERDMAN; SHARMA,
1991). Portanto, a maior parte da colina exigida por vacas leiteiras deve ser produzida por
sintese de novo através da metilagcdo sequencial de fosfatidiletanolamina, com os grupos metil
sendo fornecidos por S-adenosil-L-metionina (ZEISEL; HOLMES-MCNARY, 2001).

Devido a grande atuacdo e demanda da colina em vacas leiteiras, essa substancia tem
grande importancia para a manutencdo da producdo leiteira. Dessa forma, alguns estudos
descrevem o efeito de colina na producdo. Segundo Zahra et al. (2006), vacas suplementadas
com colina protegida produziram 1.2 Kg/d de leite a mais nos primeiros 60 dias de lactacdo que
vacas ndo suplementadas. Brusemeister e Sudekun (2006) relatam que suplementar colina pode
aumentar a producéo de vacas por elevar a exportacdo de triglicerideos do figado e por poupar
metionina com um doador de metil. Lima et al. (2007), encontraram efeito positivo da
suplementacédo de colina também no teor de gordura do leite em vacas em inicio de lactacdo.
Davidson et al. (2008) relataram maior producdo de proteina no leite em vacas suplementadas
com colina protegida.

A utilizacdo de colina protegida para vacas em transicdo tem sido amplamente estudada,
no entanto, inimeros sao os protocolos de suplementacdo e discrepantes sdo 0s seus resultados.
Dessa forma, o objetivo da presente tese foi avaliar o efeito de diferentes periodos de
suplementacéo de colina protegida sobre o perfil metabdlico e producédo de vacas no periodo de

transicao.
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Resumo

Avaliou-se o efeito da suplementacdo com colina protegida sobre o perfil energético,
enzimas hepaticas e parametros reprodutivos de vacas leiteiras no periparto. Quinze vacas
leiteiras foram divididas em dois grupos experimentais: 8 receberam 80 gramas de colina
protegida por 21 dias pré-parto e 40 dias pds-parto e 7 foram consideradas controle. Amostras
de sangue foram coletadas nos dias 10, 20, 30 e 60 pds-parto para avaliacdo dos perfis
energeético e hepéatico. Aos 60 dias pds-parto realizou-se exame ginecoldgico dos animais para
avaliacdo da salde reprodutiva. A suplementacdo com colina protegida ndo alterou os teores de
beta-hidroxibutirato (BHBA), acidos graxos ndo esterificados (AGNE), frutosamina, fator de
crescimento semelhante a glicose | (IGF-I), status oxidante total (TOS) e as enzimas aspartato
aminotrasferase (AST) e gama glutamiltrasferase (GGT) no pos-parto. Ndo se observou
diferenca quanto a producao de leite. Aos 60 dias pos-parto, vacas suplementadas com colina
protegida apresentaram menor nimero de casos de endometrite em relagdo as vacas do grupo
controle. A suplementacdo de colina protegida ndo alterou o perfil bioquimico e a produgéo de

leite, mas reduziu o nimero de casos endometrite no pds-parto de vacas leiteiras.
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Palavras-chave: Periodo de transicédo, vacas leiteiras, parametros bioquimicos, colina

protegida

Abstract

The study aimed to evaluate the effect of supplementation with protected choline on the energy
profile, liver enzymes and reproduction in dairy cows in peripartum. Fifteen cows were divided
into two groups: 8 received 80 grams of protected choline for 21 days pre-partum and 40 days
postpartum and 7 were considered control. Blood samples were collected on days 10, 20, 30
and 60 postpartum to evaluate the energy and hepatic profiles. After 60 days postpartum held
gynecological examination of animals for evaluation of reproductive health. The
supplementation with choline protected did not alter the beta-hydroxybutyrate levels (BHBA),
non-esterified fatty acids (NEFA), fructosamine, like growth factor glucose (IGF-1), total
oxidant status (TOS), aspartate aminotransferase ( AST) and glutamiltrasferase range (GGT)
postpartum. No difference for the production of milk. After 60 days postpartum, cows fed
protected choline had fewer cases of endometritis that cows in the control group. The protected
choline supplementation did not alter the biochemical profile and milk production, but reduced
the number of cases endometritis in postpartum dairy cows.

Key words: Transition period; dairy cows; biochemical parameters; rumen protected choline

Introducéo

Com o aumento na producdo de leite observado nas ultimas décadas, as alteracfes
metabolicas, experimentadas pela vaca leiteira no periparto, tornaram-se cada vez mais
evidentes, fazendo do periodo de transicéo o principal desafio para o animal e para o produtor.
Durante o periodo de transicdo, que corresponde aos 21 dias antes do parto e os 21 dias de
lactacdo, a ingestdo de matéria seca diminui drasticamente, enquanto que as exigéncias
nutricionais da vaca leiteira praticamente dobram (NRC, 2001), principalmente no inicio da
lactacdo. Como resultado dessa equacéo, as vacas nesse periodo, invariavelmente, encontram-
se em balango energético negativo (BEN).

O balango energético negativo tem como principal consequéncia metabdlica a
mobilizacdo das reservas corporais de energia na forma de &cidos graxos ndo esterificados
(AGNES), sendo este o substrato hepatico para producdo de energia para praticamente todas as
reacOes do organismo em desbalanco (Drackley et al., 2001). Sabe-se que quanto mais AGNES
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s&o mobilizados das reservas, maior é a producdo de seus metabolitos no figado e maior séo as
chances de ocorréncia de transtornos no periparto (Duffield et al., 2009).

Um periodo de transicdo realizado com sucesso é aquele em que a vaca consegue
compensar 0 BEN sem graves altera¢fes produtivas e de saude. A colina € uma quasi-vitamina
que apresenta fungdes importantes no organismo dos animais. Proveniente da metionina, a
colina é requerida para sintese de fosfatidilcolina, fosfolipidio abundante em mamiferos,
fundamental para acGes como absorcéo e transporte de lipidios, fazendo parte da estrutura da
membrana celular, sinalizacdo celular e sintese de lipoproteinas (Zeisel e Holmes-McNary,
2001).

A deficiéncia de colina esta relacionada com a ocorréncia de lipidose hepatica (Zeisel e
Holmes-McNary, 2001), uma vez que os triglicerideos sao transportados para fora do figado
como um constituinte de lipoproteina de baixo peso molecular (VLDL), extremamente
dependente de colina (Piepenbrink e Overton, 2003). A suplementacdo de colina durante o
periparto de vacas leiteiras tem sido realizada em intevalos e doses bem variéveis, apresentado
efeitos controversos sobre o desempenho produtivo, salde e reproducdo pés-parto (Xu et al.,
2006; Cooke et al., 2007; Lima et al., 2012). O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
da suplementacdo com colina protegida sobre o desempenho produtivo, perfil metabdlico,

enzimas hepaéticas e ocorréncia de endometrite de vacas no periparto.

Material e métodos

Foram selecionadas 15 vacas leiteiras da raca holandesa, entre a segunda e quarta
lactacdo, criadas em sistema semi-intensivo, alocadas em uma propriedade de médio porte
localizada no municipio de Xanxeré, regido Oeste de Santa Catarina. Foram selecionadas para
participar do experimento apenas vacas com escore corporal entre 3 e 4. As vacas passaram por
exame clinico completo antes do inicio e durante o experimento, e as que apresentaram
alteracdo clinica foram excluidas. A dieta durante o periodo pré-parto foi composta por silagem
de milho, racdo comercial e sal aniénico a base de cloreto de amdnia (1% da racdo); nessa fase
as vacas foram mantidas em area de pouca oferta de pastagem de tifton. No periodo pds-parto,
a alimentacdo foi & base de silagem de milho (7 Kg de matéria seca por dia), pastagem de
milheto (& vontade), racdo comercial (22% de proteina) (9 Kg de ragdo/vaca/dia).

Os animais selecionados foram divididos em dois grupos: controle, composto por 7
vacas e, tratado, composto por 8 vacas. Os animais pertencentes ao grupo tratado receberam
diariamente 18g de colina protegida (Toplac Transi¢do — Nutrifarma, Taid, Brasil). O periodo

de tratamento iniciou 21 dias antes do parto até 40 dias apds o parto. Durante o pré-parto o
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tratamento foi fornecido pela manhg, individualmente, junto a ragéo e o sdo anidnico. A colina
protegida foi fornecida apds a ordenha da manh@, individualmente, adicionada a rag&o.

No periodo pré-parto, as vacas foram monitoradas quanto a efetividade da dieta
anibnica, mediante mensuracdo do pH urinario. A urina foi coletada nos dias 21 e 10 anteriores
a data prevista para o parto, através de estimulo manual na regido do perineo e o pH urinario
foi mensurado utilizando-se pHmetro digital portatil (PH1800 — Instrutherm, S&o Paulo, SP).
Para descartar a influéncia da hipocalcemia sobre o desempenho pds-parto, animais com pH
superior a 7 nas duas mensuracdes foram retirados do experimento.

Nos dias 21 e 10, do periodo pré-parto, foram realizadas coletas de sangue por puncao
da veia coccigea, para determinacao dos teores de beta-hidroxibutirato (BHBA). Concentracbes
desse metabdlito superiores a 3 mmol/L no pré-parto indicam cetose clinica (Oetzel, 2004) e
animais nessa condicdo foram excluidos do experimento.

Amostras de sangue foram coletadas da veia coccigea nos dias 10, 20, 30 e 60 p6s-parto.
Apos a coleta, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 6000 rotagcbes/minutos para obtencao
do soro, que foi congelado a -20°C até o momento das analises.

Foram determinados, através de métodos colorimétricos, o0s teores séricos de
frutosamina, de colesterol, e das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e gama-
glutamiltransferase (GGT), utilizando-se kit comercial (Bioclin), assim como as concentragdes
séricas dos acidos graxos nao esterificados (kit comercial Wako), e do beta-hidroxibutirato (kit
comercial Randox). O status oxidativo total foi determinado de acordo com a técnica descrita
por Erel (2005). As analises foram realizadas em analisador automatico bioguimico (Cobas
Mira - Roche Diagnostics, Montclair, EUA). As concentracdes do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) foram determinadas por eletroquimioluminescéncia em
equipamento Immulite 1 (Siemens, modelo 1000, Sdo Paulo, SP, Brasil). Nas amostras
coletadas aos 60 dias poés-parto determinaram-se 0s teores de progesterona, por
radioimunoensaio, de beta-hidroxibutirato e de IGF-1, como descrito anteriormente.

A producdo de leite individual foi mensurada nos dias 10, 20 e 30 do experimento
utilizando-se coletor de leite acoplado ao sistema de ordenha. O exame ginecoldgico no pés-
parto foi realizado aos 60 dias de lactacdo, mediante técnica descrita por Grunert e Gregory
(1989), utilizando-se de palpacao retal e vaginoscopia. Informacdes relativas a data da primeira
inseminacdo e da data de concepcdo pés-parto foram obtidas nas fichas de acompanhamento
individual para avaliagcdo do desempenho reprodutivo.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da

Universidade Federal de Santa Maria (108/2013). Os dados foram testados quanto a
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normalidade utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Parametros com distribui¢do néo-
paramétrica passaram por transformacéo logaritmica (log(10) + 1). O efeito do tratamento, do
tempo e da interacdo desses dois fatores sobre os parametros sanguineos foram analisados pelo
comando proc mixed (SAS). As médias ajustadas (LSMeans) dos fatores fixos foram
comparadas atraves da diferenca minima significativa (LSD), obtida pelo teste “t” a um nivel
de significancia de 5%. Para o intervalo entre parto e concepc¢éo foi realizada comparagéo de
médias através do teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. Os resultados foram
expressos em médias * erro padrdo. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS
(versdo 8.02, programa SAS, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

Resultados e discusséo

Os valores de pH urinario obtidos foram de 6,7+0,8 e 5,5£0,2, nos dias 21 e 10 pré-
parto, respectivamente, e nenhum animal apresentou duas mensura¢@es consecutivas com
valores de pH superiores a 7,0. Em relacdo a cetonemia, os valores médios de beta-
hidroxibutirato foram de 1,97+0,84, aos 21 dias pré-parto e de 1,81+0,80, aos 10 dias pré-parto.
Uma vaca, do grupo controle, foi retirada do experimento por apresentar valor de BHBA
superior a 3 mmol/L aos dez dias antes do parto, considerada com cetose clinica de acordo com
a definicdo de Oetzel (2004).

No periodo pos-parto, os valores de BHBA foram inferiores aos encontrados no pré-
parto, ndo havendo diferenca entre os grupos tratado e controle (Tab. 1). Quanto ao efeito da
colina, Piepenbrink e Overton (2003) também ndo detectaram diferenca nos teores de BHBA
em animais no periparto em nenhuma das doses testadas. A colina diminui a deposicdo de
gordura no figado (Zom et al., 2011), maximizando a funcdo hepatica e, por consequéncia,
reduzindo a formacéo de corpos cetdnicos e o risco de cetose. Os teores de BHBA foram
elevados no presente estudo em comparacdo aos valores encontrados para animais nos
primeiros 30 dias de lactacdo (Alvarenga et al., 2015). No entanto, os teores de AGNE

apresentaram-se reduzidos durante o periodo experimental.
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Tabela 1. Médias ajustadas dos parametros sanguineos e erro padrdo da média de vacas

no pos-parto e analise de variancia de efeitos fixos tratamento, tempo e interacdo tempo X

tratamento
Momentos experimentais Valor de p*
. . . Tratamento x
Parametros! Dia 10 PP3 Dia 20 PP3 Dia 30 PP3 Tratamento  Tempo
Tempo
C? 63,20 +5,607 62,00 + 9,902 95,50 + 12,58 A
Colesterol (mg/dL) 0,46 0,07 0,59
T2 77,43 +4,6872 64,75 + 8,184 113,20 + 18,0242
Erutosamina C 13255+11,74% 102,36 £11,20A% 122,76 +10,8142
0,59 0,24 0,54
(umol/L) T 13882£1376” 9582%12,89A 109,70 +6,13 A2
C 112+0,21M 1,55+ 0,214 1,17 £0,1042
BHBA (mmol/L) 0,21 0,15 0,2
T 0,900,084 1,46 £0,27 42 1,59 £ 0,28 A2
C 0,24+0,03" 0,19 £ 0,04 A2 0,21 £ 0,074

AGNE (mEg/L) 0,58 0,049 0,66
T  0,32+0,05% 015+0,04% 0,16 +0,02%

C 7980£530%  8400+475%  7350+5174
AST (U/L) 0,86 0,04 0,40
T 8943+508%  62,67+730" 78,409,644

C 2220+184% 22,50 + 3,4942 12,25+ 2,124
GGT (U/L) 0,69 0,20 0,82

T 2457+151%  1850+260% 1540+ 1,014
C 4198+1035%4  4534+1151% 113,00 + 26,824
IGF-1 (ng/mL) 0,29 0,15 0,87
T  6004+1050%  5827+941A 7560+ 13,1244
TOS (mmol Trolox C 5804£393% 606544174 68155054
. 0,67 0,41 0,66
EquivalentlL) 1 6409487724  5300+637% 66,36 + 2,84 48

L variaveis: BHB= Beta hidroxibutirato; AGNE= Acido graxo ndo esterificado; AST= Aspartato aminotransferase; GGT=
Gama - glutamiltransferase; IGF= Fator de crescimento semelhante a insulina; TOS= Status oxidante total.

2 Grupos experimentais: C= controle; T= tratado (80g de colina protegida).

3Momentos experimentais: coletas realizadas apds 10, 20 e 30 da data do parto.

“Nivel de significancia para o teste de variancia dos efeitos fixos tempo, tratamento e tempo X tratamento.

Dados expressos em média + erro padrdo da média; letras maitsculas diferentes representam significancia estatistica (p<0,05)
na coluna; letras minusculas diferentes representam significancia estatistica (p<0,05) nas linhas.
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Os acidos graxos ndo esterificados (AGNE), precursores do BHBA, sdo derivados das
reservas corporais de energia e a mensuragdo de seus teores séricos tem sido utilizada para
determinar a grau de balanco energético negativo (BEN) em que o animal se encontra (Ospina
et al., 2010). Neste estudo, as concentraces desse metabdlito foram semelhantes entre os
grupos, em todos os tempos experimentais. Entretanto, a colina foi capaz de reduzir os valores
dos AGNE nos tempos 20 e 30 do pos-parto em relagéo aos teores encontrados no dia 10 (Tab.
1). Nenhum animal apresentou teores de AGNE superiores a 0,7 mEg/L, valor associado ao
maior risco para ocorréncia de doencas no pos-parto de vacas leiteiras (Ospina et al., 2010). Os
estudos sobre a suplementacdo de colina apresentam resultados discrepantes, Xu et al. (2006)
ndo observaram diferencga nos teores de AGNE, mesmo ao suplementar diferentes doses de
colina. No entanto, Pinotti et al. (2003) e Cooke et al. (2007) relataram reducao significativa
nos teores de AGNE no pos-parto de vacas suplementadas com colina, assim como observado
ao longo do tempo, no presente estudo, em animais tratados com colina protegida.

N&o houve diferenca entre 0s grupos nos teores de frutosamina e de colesterol (Tab. 1).
De acordo com Mostafavi et al. (2014), os teores desses dois metabdlitos tem relacdo direta
com o metabolismo hepatico das gorduras, de tal forma que vacas com teores de frutosamina
inferiores a 213 umol/L tem 4,5 vezes mais chance de apresentar lipidose hepatica do que
animais com concentracfes mais elevadas. Destaca-se que, neste estudo, os valores desse
metabolito no p6s-parto foram menores que 213 pmol/L, em todos os animais, assim como 0s
teores de BHBA apresentaram-se elevados, 0 que poderia indicar uma predisposicdo a
transtornos do metabolismo lipidico neste rebanho.

N&o ha estudos sobre a acdo da colina nos teores de frutosamina em vacas leiteiras, no
entanto sabe-se que esta glicoproteina esta diretamente relacionada com os teores de glicose
sanguineos (Ropstad, 1987). De acordo com essa relacdo, os resultados do presente estudo
foram similares ao observados por Zom et al. (2011), que também ndo detectaram efeito da
suplementacdo com colina nos teores de glicose em vacas leiteiras.

Guretzky et al. (2006) descreveram uma correlacdo positiva entre os teores de colesterol
sérico e 0 consumo de matéria seca, sendo este um marcador metabdlico confiavel de ingestédo
para ruminantes. Nao houve influéncia nas concentracdes de colesterol do tratamento com
colina protegida (Tab. 1). Em estudo realizado por Xu et al. (2006), os pesquisadores ndo
relataram mudancas nos teores de colesterol em vacas tratadas com colina protegida. Este
comportamento pode estar relacionado ao consumo de matéria seca, que parece ndo ser
influenciado pela suplementagédo de colina protegida (Xu et al., 2006; Lima et al., 2012). Os

teores de colesterol tenderam a variar de acordo com o tempo (p=0,07), com teores
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apresentando decréscimo no vigésimo dia e aumento aos 30 dias p6s-parto, comportamento
semelhante foi descrito por Stengéarde et al. (2008).

As enzimas aspartato aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase (GGT) séo
utilizadas como importantes marcadores da atividade hepatica. Vacas no periodo de transicéo,
quando sob intenso BEN, apresentam teores elevados dessas enzimas, alteracdo associada a
grande mobilizacéo de gordura corporal e sobrecarga hepética por triglicerideos (Gonzélez et
al., 2011). No presente estudo, de acordo como os teores de AGNE encontrados, 0 BEN foi
moderado, havendo, portanto, menor mobilizacdo de gordura. Os teores de AST mantiveram-
se abaixo daqueles descritos para vacas em transicao (Alvarenga et al., 2015), indicando que 0
BEN moderado ndo proporcionou alteracdo hepética expressiva. Ndo houve diferenca nos
valores de AST e GGT entre 0s grupos experimentais (Tab. 1), assim como descrito por
Jorritsma et al. (2003). No entanto, em relacdo ao tempo experimental maiores valores de AST
foram observados no dia 10 em relacéo ao vigésimo dia pds-parto (p=0,04).

O fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) é produzido pelo figado, através
da acdo da somatotropina, possuindo relacdo direta com o metabolismo energético hepético e
com a atividade reprodutiva (Jorritsma et al., 2003) em vacas. De acordo com Kobayashi et al.
(1999) os teores de IGF-1 encontram-se reduzidos, em vacas leiteiras, desde o dia do parto até
cerca de 20 dias pos-parto, quando passa a ser produzido em maior quantidade pelo figado. Esta
mesma tendéncia foi observada neste estudo com os maiores teores de IGF-1 aos 30 dias p0s-
parto. A suplementacdo com colina ndo alterou as concentracdes séricas de IGF-1 (Tab. 1). De
acordo com Betschart et al. (1986), o fornecimento de dieta deficiente em colina reduz o
numero de receptores de insulina nos hepatdcitos, o que por sua vez reduz a sintese de IGF-1
pelo figado. Os teores de IGF-1 mantiveram-se dentro dos limites de referéncia, mesmo nos
animais do grupo controle, o que indica sintese adequada desse hormonio e, consequentemente,
presenca de teores minimos de colina para sua producdo, nao havendo, portanto, efeito ao se
suplementar esse nutriente.

De acordo com Schonfeld e Wojtczak (2008), as concentracdes de AGNE, possuem
estreita relacdo com a quantidade de espécies reativas ao oxigénio (EROs) produzida pelo
organismo de vacas leiteiras, de tal forma que vacas sob grave BEN apresentam altos teores
desses metabolitos. Os EROs sao responsaveis por alteraces na imunidade e na satde da vaca
leiteira (Sordillo et al., 2009). N&o houve diferenca no status oxidativo entre grupos e nem entre
0s momentos de coleta (Tab. 1). Como os teores de AGNE mantiveram-se baixos, pode-se dizer

gue ndo houve desafio suficiente para alterar o perfil oxidativo dos animais.
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N&o houve influéncia do tratamento na producéo de leite. A média de producdo para 0s
dois grupos ao final dos primeiros trinta dias de lactagéo foi de 26,7 £1,1 L/dia para o grupo
controle e de 25,7 + 0,6 L/dia para o grupo tratado. Resultados semelhantes foram descritos por
Davidson et al. (2008) e por Zom et al. (2011). No entanto, Zahra et al. (2006) detectaram um
aumento médio de 1,2 Kg nos primeiros 60 dias pos-parto quando os animais foram
suplementados com colina e Pinotti et al. (2003) descreveram um aumento médio de 2,9 Kg no
primeiro més de lactacdo em vacas tratadas com colina. Tanto no estudo de Pinotti et al. (2003),
quanto no estudo de Zahra et al. (2006) os teores de AGNE do grupo controle estavam acima
de 0,5 mEqg/L; entretanto, os valores de AGNE obtidos neste estudo e nos experimentos
realizados por Davidson et al. (2008) e Zom et al. (2011) foram inferiores a 0,5mE/L o0 que
pode indicar que a colina protegida apresenta-se mais eficaz em individiuos que experimentam
um BEN mais grave, melhorando inclusive o desempenho produtivo desses animais, como

ocorreu nos estudos citados.

Tabela 2. Ocorréncia de endometrite e intervalo entre parto e concepg¢do (média + erro padrao)

de vacas leiteiras suplementadas com colina protegida.

Endometrite aos 60 dias

Grupos
. . (nimero de casos/nimero de Intervalo parto-concepcio (dias)?
experimentais o
animais)
Controle al7 120 + 212
Tratado 1/8 140 + 342

Numero de dias entre o parto e a data da inseminagéo com prenhes confirmada.

Letras diferentes na coluna denotam diferenca estatistica (p<0,05).

Quanto a satde uterina, as vacas do grupo tratado apresentaram menor nimero de casos
de endometrite aos 60 dias pds-parto em comparacao aos animas do grupo controle (Tab. 2).
Apesar de menor nimero de problemas reprodutivos em animais suplementados, ndo houve
diferenca quanto ao intervalo entre o parto e a concepcdo entre 0s grupos. Resultados
semelhantes foram obtidos por Lima et al. (2012). A endometrite é responsavel por
consideravel aumento no custo de producdo levando a gastos com tratamento medicamentoso
e reducdo da eficiéncia reprodutiva do rebanho. A rela¢do do tratamento com colina e 0 menor
namero de casos de endometrite aos 60 dias de lactagdo ndo esta clara no presente estudo. No

entanto, sugere-se que esta relagéo esteja associada ao efeito da colina sobre a resposta imune.
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Estudos realizados em outras espéecies mostraram que a suplementacdo de colina aumenta a
resposta imune humoral e modula a resposta inflamatéria inespecifica (Swain e Johri, 2000;
Mehta et al., 2010).

Aos 60 dias pds-parto foram mensurados os teores de IGF-I, colesterol e progesterona,
ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos para os dois primeiros parametros (Fig. 1).
AlteracGes no status energético, como BEN intenso, elevados teores de AGNE e BHBA
retardam o retorno da atividade ovariana no pos-parto de vacas leiteiras (Jorritsma et al., 2003).
Quanto a progesterona, 0s animais do grupo controle apresentaram maior concentragédo sérica
desse hormdnio em comparagéo ao grupo suplementado (p=0,04). Levando-se em consideragéo
o resultado dos exames ginecoldgicos, com maior nimero de animais com endometrite no grupo
controle aos 60 dias, maiores valores de progesterona obtidos neste grupo podem estar
relacionados com a presenca de corpo lteo persistente (Bulman e Wood, 1980). Portanto, pode-
se dizer que a suplementacdo com colina reduz a ocorréncia de corpo lGteo persistente,

reduzindo os teores de progesterona aos 60 dias pos-parto.

Figura 1. Efeito da suplementacdo com colina protegida sobre os teores de colesterol, fator de

crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e progesterona aos sessenta dias pds-parto.
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Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Conclusao
A suplementacdo de colina protegida no pré e pds-parto nao altera os pardmetros
bioquimicos de vacas leiteiras nos primeiros 30 dias de lactacdo. No entanto, reduz o nimero

de casos de endometrite aos 60 dias.
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Resumo

Durante o periparto as vacas leiteiras experimentam uma grande demanda de energia, a0 mesmo
tempo em que reduzem sua ingestdo de matéria seca. O balanco energético negativo, resultante
dessa equacdo, acarreta severos transtornos metabdlicos, a producdo e, principalmente, a
reproducdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da colina protegida sobre os
parametros metabdlicos, a performance reprodutiva e a producéo de leite em vacas no periodo
de transicdo. Cinquenta e quatro vacas no pré-parto foram divididas em trés grupos: controle,
suplementacdo com colina por 10 dias pré-parto (T10) e suplementacdo com colina por 20 dias
pré-parto (T20). Apos o parto foram mensurados os teores de frutosamina, colesterol, acidos
graxos ndo esterificados (AGNE), beta-hidroxibutirato (BHB), aspartato aminotransferase
(AST), gama glutamiltransferase (GGT) e total de oxidantes (TOS), nos dias 10, 20 e 30. Ainda
foram avaliadas producdo de leite e intervalo entre parto e concepcdo. Nao houve efeito da
suplementacdo com colina sobre os pardmetros sanguineos e produgdo. O intervalo entre parto
e concepcdo foi menor no grupo T20. A colina suplementada por 20 durante o pré-parto
melhorou a performance reprodutiva de vacas leiteiras, apesar de ndo alterar o perfil

metabdlico.
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Palavras-chave: Colina protegida, pré-parto, vacas leiteiras, reproducédo, producdo de leite.

Abstract

During the periparturient dairy cows undergo a large energy demand, at the same time
reducing their intake of dry matter. The negative energy balance resulting from this equation
leads severe metabolic disorders, production and mainly reproduction. The aim of this study
was to evaluate the effect of protected choline on metabolic parameters, reproductive
performance and milk production in cows during the transition period. Fifty-four cows during
prepartum were divided into three groups: control, supplementation with choline for 10 days
prepartum (T10) and supplementation with choline for 20 days prepartum (T20). After delivery
we have been measured fructosamine levels, cholesterol, non-esterified fatty acids (NEFA),
beta-hydroxybutyrate (BHB), aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyltransferase
(GGT) and total oxidant (TOS) on days 10, 20 and 30 were also evaluated milk production and
interval between calving and conception. There was no effect of supplementation with choline
on blood and production parameters. The interval between calvin and conception was lower in
T20 group. Choline supplemented by 20 during the antepartum improved reproductive
performance of dairy cows, although not change the metabolic profile.

Keywords: protected choline, prepartum, dairy cows, reproduction, milk production.

Introducéo

O periodo de transicdo compreende a fase do ciclo produtivo em que as vacas leiteiras
sdo submetidas as mais severas alteracfes em seu metabolismo. O aumento da demanda por
energia ocasionada pelo final da gestacéo e inicio da lactacdo, bem como a redu¢do no consumo
de matéria seca modificam o balanco energético das vacas nessa fase tornando-o negativo. O
balanco energético negativo (BEN) desencadeia uma série de reacdes no organismo com o
intuito de disponibilizar mais energia, principalmente atraveés da mobilizagdo de gordura das
reservas corporais. O BEN e a consequente mobilizagdo de gordura predispdem as vacas em
transicdo a transtornos metabdlicos e de salude que reduzem sua produtividade e causam
inimeros prejuizos ao sistema produtivo leiteiro (ESPOSITO et al., 2014).

A colina é classificada como uma vitamina do complexo B por sua semelhanca a esses
compostos e tem sido estudada como alternativa para minimizar os efeitos do BEN em vacas
no periodo de transicdo. A colina atua no metabolismo da gordura a nivel hepatico,

desempenhando importante papel na remocdo do excesso desse metabolito atraves de sua
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participacdo como componente essencial das moléculas de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) (PINOTTI et al., 2002). Seu uso como suplemento para vacas leiteiras tem
sido estudado, para tratamento e prevencéo de lipidose hepatica e cetose (COOKE et al., 2007),
com bons resultados.

A comercializagdo de colina protegida por empresas de nutricdo e sua inclusdo em
racGes comerciais para vacas no periparto vem crescendo no Brasil. No entanto, ainda h& grande
discussdo quanto ao retorno financeiro oriundo desse manejo; e 0 ponto mais critico esta
associado ao tempo de suplementagdo. Alguns estudos tém comprovado que a suplementacao
de colina durante o pré e pos-parto apresenta efeito benéfico na produgéo, na salde e atividade
reprodutiva (ARDALAN et al., 2009; XU et al., 2006; MOHSEN et al., 2011). No entanto, a
suplementacdo de colina apenas no pré-parto ainda é pouco estudada e apresenta efeitos
discrepantes (LIMA et al., 2012). O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagéo
de colina protegida, apenas no pré-parto, sobre os principais parametros metabolicos e intervalo

entre parto-concepgdo em vacas leiteiras.

Materiais e métodos

O presente estudo foi conduzido em uma propriedade leiteira comercial de grande porte,
localizada na cidade de Xanxeré, Santa Catarina, entre 0os meses de maio e outubro de 2014.
Foram selecionadas 54 vacas holandesas com escore corporal entre 3 e 4, pertencentes ao grupo
de animais no periodo seco. De acordo com o manejo utilizado na propriedade, as vacas, durante
o0 periodo seco foram mantidas em piquete com baixa oferta de pastagem de tifton (Cynodon
dactylon) e receberam silagem de milho (9 Kg de matéria seca), bem como racdo especifica
para o periodo pré-parto (5 Kg por vaca por dia), produzida na propriedade com incluséo de 1%
de sais anibnicos.

As vacas selecionadas foram divididas em trés grupos, onde o primeiro grupo, com 21
animais, recebeu 80 gramas de colina protegida diariamente (Toplac Transi¢cdo — Nutrifarma,
Taid, Brasil) por 20 dias até a data do parto (T20), o segundo (15 animais) recebeu a mesma
dose de colina por 10 dias pré-parto (T10) e o terceiro grupo foi composto por 18 animais
controle, sem suplementagéo. A colina foi fornecida de forma individual, juntamente com a
racao.

Amostras de sangue foram coletadas no dia 20 pré-parto, no grupo T20 e no grupo
controle; e no dia 10 pré-parto em todos os grupos para avaliacdo dos teores de beta-
hidroxibutirato através da puncdo dos vasos coccigeos. Concentragdes desse metabolito

superiores a 3 mmol/L no pré-parto indicam cetose clinica (Oetzel, 2004) e animais nessa
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condicdo foram excluidos do experimento. Foram coletadas ainda amostras de urina mediante
estimulo manual na regido do perineo e o pH urinério foi mensurado utilizando-se pHmetro
digital portatil (Instrutherm). Para descartar a influéncia da hipocalcemia sobre o desempenho
pos-parto, animais com pH superior a 7 foram retirados do experimento.

Ap0s o parto os animais foram encaminhados para o galpdo de confinamento onde
passaram a receber dieta a base de silagem de milho (12 Kg de matéria seca), feno de azevém
e aveia (2 kg de matéria seca) e racao para lactacdo formulada na propriedade (10 Kg). Amostras
de sangue foram coletadas nos dias 10, 20 e 30 pos-parto (PP) mediante pungdo da veia
coccigea. Apos a coleta, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 6000 rotagcbes/minutos para
obtencéo do soro, que foi congelado a -20°C até o momento das anélises.

Foram determinados os teores sericos de frutosamina, de colesterol, e das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamiltransferase (GGT), utilizando-se Kits
comerciais (Bioclin), assim como as concentragdes séricas dos &cidos graxos ndo esterificados
(kit comercial Wako), e do beta-hidroxibutirato (kit comercial Randox). Os oxidantes totais
(TOS) foram mensurados de acordo com a técnica descrita por Erel (2005). Todas as analises
foram realizadas em analisador bioguimico automatico (Cobas Mira - Roche Diagnostics). A
ordenha foi realizada trés vezes ao dia, através de ordenhadeira tipo carrocel e a producgéo de
leite individual foi mensurada nos dias 10, 20 e 30 do experimento, utilizando-se sistema
automatico de pesagem de leite. Através das fichas de acompanhamento individual obteve-se
as informacdes de intervalo entre parto e concepcao.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Maria (108/2013). Os dados foram testados quanto a
normalidade utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Parametros com distribui¢do néo-
paramétrica passaram por transformacéo logaritmica (log(10) + 1). O efeito do tratamento, do
tempo e da interacdo desses dois fatores sobre os parametros sanguineos foram analisados
através do comando proc mixed (SAS). As médias ajustadas (LSMeans) dos fatores fixos foram
comparadas através da diferenca minima significativa (LSD), obtida pelo teste “t” a um nivel
de significancia de 5%. Para o intervalo entre parto e concepcéo foi realizada comparacédo de
médias através do teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. Os resultados foram
expressos em médias * erro padrdo. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS
(versdo 8.02, programa SAS, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
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Resultados

O pH urinério médio permaneceu dentro dos teores recomendados nos dias 20 e 10 pré-
parto, 6,22 £ 0,15 e 6,41 £ 0,24, respectivamente. Trés animais foram retirados do experimento
ao apresentar pH superior a 7,0 nas duas mensuracdes. Durante o pré-parto, todos 0s animais
permaneceram com os teores de BHB abaixo de 3,0 mmol L. Os teores médios de BHB foram
de 1,08 + 0,22 (mmol L) aos 20 dias pre-parto e de 1,12 £ 0,28 mmol L aos 10 dias. Outros
cinco animais foram retirados do experimento apds o parto. Dois deles morreram em
decorréncia de complicagdes do parto e os outros apresentaram hipocalcemia clinica (1 vaca) e
deslocamento de abomaso (2 vacas).

Né&o houve influéncia da suplementacéo com colina nos teores de colesterol. No entanto,
dentro dos grupos observou-se aumento nos teores deste metabdlico ao longo do tempo. Os
animais do grupo T10, apresentaram maiores valores medios de colesterol no dia 30 PP em
relacdo ao dia 10 (p=0,02) (Tabela 1)

A suplementacdo com colina ndo alterou as concentragfes de frutosamina. Quanto ao
efeito do tempo, nos grupos controle e T10, a frutosamina apresentou comportamento crescente
(Tabela 1). Os animais do grupo controle apresentaram maiores valores de frutosamina aos 30
dias pos-parto em relagdo aos demais momentos experimentais (p=0,004). No grupo T20
observaram-se maiores teores de frutosamina no dia 20 PP em relacdo a primeira coleta (dia
10).

Quanto ao BHB e 0s AGNE, nao foram observados efeitos dos tratamentos ou do tempo
nos teores séricos destes metabodlitos (Tabela 1). Em relacdo ao ponto de corte para cetose
clinica, apenas dois animais apresentaram teores de BHB acima de 3,0 mmol /L, durante o pés-
parto, sendo entdo excluidos dos grupos experimentais.

N&o houve efeito do tratamento sobre a atividade das enzimas AST e GGT. No entanto,
numericamente, as concentracdes de AST e GGT permaneceram menores no grupo T20 em
todos 0s momentos experimentais em comparacdo aos demais grupos (Tabelal). Quanto ao
efeito do tempo, observou-se reducéo dos teores de AST no dia 30 em comparacao ao dia 10
no grupo T10 (p=0,002). O total de oxidantes (TOS) séricos ndo sofreu influéncia da
suplementacdo com colina. Em relagéo ao tempo, a concentra¢do de TOS foi maior no dia 10
em relacéo ao dia 20 (p=0,001) no grupo controle (Tabela 1).

N&o houve influéncia da suplementacdo com colina na producéo de leite. Ao longo do
tempo observou-se aumento numérico na producéo de leite em todos 0s grupos experimentais.
Em relacdo ao intervalo entre parto e concepgéo, observou-se que vacas suplementadas com

colina por 10 dias no periodo pré-parto demoraram mais para conceber em comparagao as vacas
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que foram suplementadas por 20 dias (p=0,04) (Tabela 2), ndo houvendo diferenca entre os

grupos tratados e o grupo controle (p>0,05) para esse parametro.

Discussao

No presente estudo, os teores de colesterol apresentaram padrdo crescente em todos 0s
grupos, comportamento que acompanha a ingestdo de matéria seca, que de acordo com
Grummer et al. (2004) aumenta gradativamente ap6s o parto. Em estudo realizado por Xu et al.
(2006), os teores de colesterol elevaram-se ao longo das semanas pos-parto, de forma
semelhante entre animais suplementados com colina ou ndo. O colesterol € um conhecido
marcador de ingestdo de matéria seca (EMERY, 1992), e teores reduzidos desse lipidio estdo
associados a baixa ingestdo de alimento. A suplementacdo pré-parto com colina parece nao
afetar as concentragdes de colesterol, assim como descrito para estudos com suplementacao
prolongada até o pés-parto (GURETZKY et al., 2006).

A glicose é a principal fonte de energia para as reacdes do organismo e em vacas no
periodo de transicdo os teores desse carboidrato encontram-se drasticamente reduzidos,
principalmente em decorréncia do BEN (GARCIA et al., 2011). O marcador mais estavel para
a atividade da glicose é a frutosamina, composto formado pela conjugacdo da glicose a
albumina (STOJEVIC et al., 2010). De acordo com Mostafavi et al. (2014), animais com teores
de frutosamina abaixo de 213 pumol L no pds-parto tem maior chance de desenvolver lipidose
hepética. Os animais dos 3 grupos experimentais apresentaram teores médios desse metabdlito
inferiores ao ponto de corte estabelecido pelos autores citados, indicando risco para ocorréncia
de esteatose hepatica neste rebanho.

No entanto, a frutosamina apresentou padrdo crescente ao longo do tempo nos grupos
experimentais, assim como observado nos estudos de Zahra et al. (2006) e Garcia et al. (2011),
para a glicose. Sabe-se que este comportamento esta relacionado ao aumento gradativo da
ingestdo de matéria seca, observado a partir da segunda semana de lactacdo (GRUMMER et
al., 2004). Em estudo realizado por Hartwell et al. (2000), vacas suplementadas com colina
durante o pré e pos-parto, tenderam a apresentar teores de glicose superiores aos encontrados
em animais ndo tratados, o que ndo foi observado nos teores de frutosamina neste estudo.

Fisiologicamente, os teores de AGNE sdo drasticamente modificados pelo periodo de
transicdo, apresentando elevagdo gradativa até o parto e decrescendo ao longo da lactagdo
(PUSHPAKUMARA et al., 2003). Neste estudo ndo se observou efeito significativo do tempo
de lactacéo sobre esse parametro. Alvarenga et al. (2015), também néo observaram efeito do

tempo sobre os teores de AGNE durante os primeiros 20 dias PP. Em relagdo o tratamento com
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colina, alguns estudos demonstraram o efeito benéfico da colina sobre 0 BEN, com consequente
reducdo de AGNE, quando utilizado durante o PP (PINOTTI et al., 2001; XU et al., 2006), no
entanto, o fornecimento de colina apenas no pre-parto em vacas leiteiras sob BEN moderado
ndo apresentou 0 mesmo resultado.

A colina atua como doadora de grupamentos metil para a formacdo de carnitina
(HEGARDT, 1999), substancia indispensavel para o transporte dos &cidos graxos para o interior
da mitoc6ndria, onde ocorre a oxidacao desses lipidios. De acordo com Carter e Frenkel (1978),
em situacdes de BEN acentuado, a deficiéncia de colina na dieta leva a rapida reducdo dos
teores de carnitina, o que resulta em severas alteracbes no metabolismo da gordura e menor
eficiéncia na sua utilizacdo como fonte de energia. Neste estudo o balan¢o energético negativo,
ndo foi acentuado, portanto, sugere-se que no geral os teores de carnitina mantiveram-se dentro
do fisiologico ndo havendo demanda de colina suplementar para sua producéo.

De acordo com Oetzel (2004), animais com mais de 0,4 mEq L de AGNE encontram-
se sob acentuado balanco enegético negativo. Durante o periodo experimental apenas dois
animais apresentaram teores desse metabolito acima de 0,4 mEg L. O primeiro animal,
pertencente ao grupo controle, apresentou 0,66 mEq L de AGNE, no dia 10 PP, enquanto que
no segundo animal, pertencente ao grupo T10, os teores de AGNE foram de 1,18 mEq L, no
dia 30 PP. De acordo com a ficha individual, o segundo animal apresentou quadro de mastite
clinicaaos 25 dias de lactacdo, o que explica a alta concentracdo de AGNE. Garcia et al. (2011),
detectaram que 12,1% das vacas estavam sob balanco energético severo (ponto de corte 0,7
mEq L), durante o pds-parto. Neste estudo, observou-se apenas 4,9% dos animais com teores
de AGNE acima de 0,4 mEq L, indicando um BEN menos acentuado.

A cetose subclinica € um dos transtornos mais frequentes em vacas leiteiras sob severo
BEN no pos-parto, e suas consequécias na vida produtiva e reprodutiva podem ser bastante
graves (SUTHAR et al., 2013). A colina quando suplementada antes e ap0s o parto foi apontada
como uma excelente estratégia para a prevencao da hipercetonemia (LIMA et al., 2012). No
entanto, a suplementagdo apenas no periodo pré-parto ndo influenciou a ocorréncia de cetose
subclinica. Em estudo realizado por Cooke et al. (2007), a suplementacdo de colina durante o
pré-parto ndo afetou os teores de BHB de vacas submetidas a restri¢cao alimentar, mas observou-
se reducdo das concentracdes de AGNE.

A AST e a GGT sdo os principais marcadores de lesdo hepéatica aguda em bovinos, e
durante o periodo de transi¢do seus teores apresentam-se relativamente elevados (STOJEVIC
et al., 2005). A atividade média de AST e GGT neste estudo foi inferior ao descrito por
Gonzélez et al. (2010) para vacas no primeiro més de lactacdo. Essa variagcdo deve estar
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relacionada a diferenca na producéo de leite e na demanda energética observada entre os dois
estudos. No estudo de Gonzélez et al. (2010) a producdo de leite foi de 41,1 litros enquanto a
producdo média das vacas dos trés grupos experimentais foi muito inferior (27,4 litros), o que
resulta em grande diferenca na demanda de energia e, consequentemente, de teor de gordura
nos hepatocitos.

Neste estudo, os teores de AST reduziram gradativamente desde o dia 10 até o dia 30
poOs-parto em todos o0s grupos, assim como observado por Oliveira et al. (2014). De acordo com
Gonzaélez et al. (2010), a atividade da AST é correlacionada com os teores de AGNE, portanto
a reducdo do BEN gradativo que ocorre apds o parto, resulta em reducdo também da atividade
dessa enzima.

Em estudo realizado por Bonomi et al. (1996), vacas suplementadas com colina durante
a lactacdo apresentaram atividade da enzima GGT reduzida em relacdo aos animais do grupo
controle. Rahmani et al. (2012) observaram apenas uma redugdo numérica nos teores de AST
e GGT para animais suplementados durante a lactacdo. N&o foi relatado efeito da
suplementacdo de colina durante o pré e pos-parto na atividade dessas enzimas no estudo
realizado por Zahra et al. (2006).

O balango energético negativo experimentado pela vaca durante o periodo de transi¢éo,
de acordo com Bernaducci et al. (2005), estd diretamente associado a ocorréncia de estresse
oxidativo. O estresse oxidativo é o resultado da equacgdo entre a producdo de espécies reativas
ao oxigénio (ERO) e ao nitrogénio (ERN) e atividade dos antioxidantes (SPEARS e WEISS,
2008). O excesso de ERO e ERN passa a atuar sobre inimeras moléculas causando danos
moleculares as estruturas celulares, com consequente alteracdo funcional e prejuizo nas
atividades vitais (DROGE, 2002). Segundo Sordillo et al. (2007), apds o parto a atividade
metabolica acelerada, em decorréncia do BEN, intensifica a producdo de hidroperdxidos
lipidicos (produtos da acdo dos ERO sobre lipidios), o que resulta em maior pré-disposicdo a
doencas metabolicas e infecciosas (SHARMA et al., 2011). No presente estudo, a producao
total de oxidantes foi mais acentuada aos 10 dias ap0s o parto, reduzindo nas coletas seguintes.
Ao contrario dos resultados descritos por Bernaducci et al. (2005), que descreveram um
aumento gradativo de espécies reativas ao oxigénio desde o parto até os 30 dias de lactag&o.

Né&o ha relatos dos efeitos da colina sobre o status oxidativo em vacas leiteiras. De
acordo com Zhu et al. (2014), em tecido hepatico humano, a colina age diretamente como
doadora de grupamentos metil durante a expressao de genes especificos da cascata antioxidante
e de genes associados a degradacdo de gordura no figado, o que poderia estar associado a acao

antioxidante da colina em humanos.



41

A producéo de leite ndo foi influenciada pela suplementagdo com colina durante o pré-
parto. Em estudos com suplementacdo prolongada, os resultados séo discrepantes. Xu et al.
(2006) e Mohsen et al. (2011) observaram que a colina aumentou a producéo de leite em vacas
holandesas. No entanto, Zom et al. (2011) ndo detectaram efeito da colina protegida na
performance produtiva. A grande variagcdo entre dose e tempo de tratamento pode estar
associada com a discrepancia dos resultados. No estudo de Lima et al. (2012), vacas
suplementadas apenas no pré-parto tenderam a maior producdo em relacdo aquelas do grupo
controle, nos primeiros 80 dias de lactacdo.

O intervalo entre parto e concepgdo foi menor em animais do grupo T20 quando
comparados ao grupo T10. Vacas do grupo T20 tenderam a apresentar um menor intervalo entre
parto e concep¢do em comparacdo ao grupo controle (p=0,08). No estudo de Lima et al. (2012),
a suplementacdo de colina por 22 dias pré-parto ndo afetou o intervalo entre parto e concepgéo.
A reproducdo é drasticamente afetada pelo balanco energético (JORRITSMA et al., 2003), de
tal forma que Garverick et al. (2013) relatam que vacas com maiores concentracdes de AGNE
no inicio da lactacdo concebem mais tarde. O grupo T10 apresentou o maior intervalo entre
parto e concepcdo, bem como os maiores valores numeéricos de AGNE aos 30 dias PP,

sugerindo o efeito negativo desse metabdlito sobre a performance reprodutiva.

Concluséao
A suplementacdo com colina protegida durante o pré-parto ndo altera o perfil metabélico

de vacas sob balanco energético negativo moderado, durante os primeiros 30 dias de lactacéo.
O fornecimento de colina por 20 dias pré-parto reduz em 38 dias o intervalo entre o parto e a

concepgao.
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Tabela 1 — Médias ajustadas e erro padrdo dos pardmetros sanguineos e producéo de leite de
vacas no pds-parto. Analise dos efeitos fixos tratamento, tempo e interacdo tempo x tratamento.

Momentos experimentais Valor de p*

Tratamento x

Parametros! Dia 10 PP Dia 20 PP3 Dia 30 PP3 Tratamento  Tempo
Tempo
c? 67,00 + 2,68%2 95,14 + 7,67 A2 109,29 + 18,8942
Colesterol T102 72,25 + 9,47/ 111,33 + 13,004 116,67 + 4,254 0,66 0,02 0,52
(mg dL)
T202 77,00 + 12,5242 90,33 + 17,5642 97,00 + 19,862
C 97,54 + 10,5342 99,55 + 8,902 144,38 + 13,0740
Frutosamina
T10 103,55 + 10,2442 111,58 +17,9742 178,23 + 9,534 0,63 0,004 0,71
(umol L)
T20 70,42 + 4,007 156,66 + 19,804 128,34 + 15,194
C 0,98 £0,11%2 1,09 + 0,224a 1,11 £ 0,184
BHBA (mmol L) T10 1,020,244 1,15 + 0,214 1,19 + 0,2842 0,48 0,75 0,39
T20 1,050,097 1,12 £ 0,162 1,08 £ 0,234
C 0,29 + 0,082 0,17 + 0,032 0,15 + 0,034
AGNE (mEgL) T10 0,14 £0,01% 0,17 +0,0242 0,48 +£0,19%2 0,10 0,87 0,09
T20 0,26 + 0,047 0,20 + 0,052 0,15 + 0,042
C 91,33 +7,117 76,00 + 11,5842 58,57 + 5,924
AST (UL) T10 94,00 + 5,234 87,67 + 8,04/ 63,33 +1,117° 0,99 0,002 0,96
T20 82,00 + 1,344 66,00 + 5,22A2 53,60 + 5,88A%
C 25,83 + 2,95/ 32,57 £5,16"2 16,57 + 2,612
GGT (U L) T10 30,00 +1,7742 28,67 £ 1,32/ 23,33 £2,874 0,86 0,74 0,87
T20 22,00 +1,3442 24,33 + 2,87/ 16,00 + 2,2142
C 83,70 + 4,15%2 46,89 + 6,500 60,11 + 6,60/
TOS (mmol
Trolox T10 80,42 +4,85% 75,23 + 13,2642 62,40 + 7,22A2 0,42 0,001 0,36
Equivalent L)
T20 87,20 +1,70% 43,33 + 7,52/ 71,86 +5,5742
C 29,10 + 3,2942 28,57 + 2,844 30,51 + 3,52A2
Produciodeleite 15 50543474 28815100 29,43 +4,84% 0,83 0,29 0,95

(litros)

T20 23,86 + 4,437 24,57 + 3,347 29,03 + 4,86%

L Variaveis: BHB= Beta hidroxibutirato; AGNE= Acido graxo ndo esterificado; AST= Aspartato aminotransferase; GGT=
Gama - glutamiltransferase; IGF= Fator de crescimento semelhante a insulina; TOS= Status oxidante total.

2 Grupos experimentais: C= controle; T10= suplementado por 10 dias pré-parto; T20= suplementado por 20 dias pré-parto.
3Momentos experimentais: coletas realizadas apés 10, 20 e 30 da data do parto.

“Nivel de significancia para o teste de variancia dos efeitos fixos tempo, tratamento e tempo x tratamento.

Dados expressos em média + erro padrdo da média; letras maitsculas diferentes representam significancia estatistica (p<0,05)
na coluna; letras minusculas diferentes representam significancia estatistica (p<0,05) nas linha
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Tabela 2 — Efeito da suplementacdo com colina protegida no intervalo entre parto-concepgéo

em vacas leiteiras.

Grupos experimentais Intervalo parto-concepgéo (dias)!
Controle 121,67 + 20,962
T10 235,5 + 56,332
T20 83,67 +18,94°

! Dias entre o parto e a data da inseminacdo com prenhes confirmada e erro padrdo. Letras diferentes na

coluna denotam diferenca estatistica entre grupos (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

O periodo de transicdo representa a fase mais complexa do ciclo produtivo de vacas
leiteiras. O desenvolvimento final do feto, o parto e o inicio da lactacdo sdo processos
extremamente distintos e que ocorrem em um curto intervalo de tempo. A adaptacao das vacas
leiteiras a essas mudancas esta vinculada basicamente aos mecanismos de obtencéo de energia
(DRACKEY et al.; 1999). Falhas nessa adaptacdo sdo as principais causas de transtornos
durante os primeiros meses pos-parto e pelo descarte precoce de vacas (SEIFI et al., 2011).

A colina tem se destacado na literatura como objeto de inimeros estudos devido a sua
importancia para o metabolismo energético de vacas leiteiras (PIEPENBRINK e OVERTON
2003; XU et al., 2006; LIMA et al., 2012). E seu uso na pratica vem aumentando atualmente.
Uma breve revisdo dos estudos a cerca da suplementacdo de colina em vacas durante o periodo
de transicdo desperta muitas davidas quanto a melhor dose e periodo de suplementacdo. O
presente estudo utilizou-se de trés intervalos bem distintos de suplementacdo com o intuito de
visualizar o quéo diferente poderia ser a atuacao da colina em decorréncia de seu tempo de uso.

Nos CAPITULOS I e II, os teores de AGNE apresentaram-se inferiores a 0,7 mEg/L em
todos 0s momentos experimentais, indicando que o BEN e, por consequéncia, 0 estresse
metabolico enfrentado pelas vacas leiteiras foram de baixa intensidade (OSPINA et al., 2010).
De acordo com estes autores ha uma estreita relacdo entre os teores desse metabdlito e a
ocorréncia de transtornos pés-parto. Na literatura a colina tem sido suplementada em animais
sob estresse metabolico mais grave do que o experimentado nos animais dos presentes estudos,
apresentando resultados satisfatorios (HARTWELL et al., 2000; XU et al., 2006; ZAHRA et
al., 2006). J& em ambos os estudos apresentados, a suplementacdo com colina ndo modificou o
perfil metabdlico de vacas sob estresse metabdlico moderado.

A prevaléncia de endometrite apresenta relacdo direta com a adaptacao energética de
vacas leiteiras. De acordo com Hammon et al. (2006), o BEN € um dos principais fatores
envolvidos na ocorréncia dessa infeccdo, dessa forma, quanto mais severo o0 BEN maiores sao
as chances de desenvolivento de endometrite. O estresse metabolico desencadeado pelo periodo
de transicdo atua diretamente no sistema imune, principalmente em decorréncia do aumento da
atividade oxidativa do organismo, reduzindo significativamente sua capacidade de resposta
frente a processos infecciosos (SPEARS e WEISS, 2008).

A colina tem sido relacionada a melhora da resposta imune em indmeras espécies,
principalmente devido seu efeito sobre o estresse oxidativo. Pinotti et al. (2003) descrevem que

a suplementacdo com colina durante o periodo de transi¢cdo aumentou os teores de vitamina E



49

no plasma, um dos principais antioxidantes lipidicos do organismo. CAPITULO I, apesar dos
efeitos positivos da colina sobre a reducdo no nimero de casos de endometrite ndo foi verificado

efeito da suplementacéo sobre total de oxidantes dos animais.
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6. CONCLUSOES

A suplementacdo de colina protegida em animais sob balanco energético negativo
moderado ndo alterou o perfil metabolico em vacas leiteiras. O uso prolongado de colina
protegida na dieta de vacas durante o periodo de transicao possibilitou a reducdo nos indices de
endometrite aos 60 dias pos-parto. Ja a suplementacgéo de colina por 20 dias no pre-parto reduziu
o intervalo entre parto e concepcao.

Levando-se em consideracdo os diferentes protocolos de suplementacdo, conclui-se que
a suplementacdo durante o pré e pds-parto gerou resultados mais satisfatorios. A partir desse
estudo sugere-se que a suplementacdo prolongada de colina apresente maiores vantagens ao

produtor.
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