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RESUMO

SILVA. Gabriela Power Teixeira. Avaliacdo metabodlica de ruminantes
submetidos a diferentes formas farmacéuticas de administracdo de célcio e
magneésio. 2016.56f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de POs-Graduacdo em
Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Hipocalcemia é uma das enfermidades que mais acomete ruminantes no periparto,
sendo considerada como uma “doenca de produgado”, com alto impacto econdémico.
Diante disto, foi realizado um estudo com o objetivo de avaliar a concentracao sérica
de célcio total (Cat), célcio ionizado (Cai), magnésio (Mg) e o metabolismo de
ovelhas a partir de duas formas farmacéuticas de administracdo de calcio e
magnésio. Foram utilizadas 24 ovelhas pds-parto da raca Corriedale divididas em
quatro grupos. Os animais foram pesados previamente e divididos homogeneamente
pelo peso: grupo dispositivo CaMg (base polimérica + formiato de célcio + cloreto de
Mg), grupo dispositivo controle(base polimérica), grupo oral CaMg (4gua
destilada+fonte de célcio + fonte de Mg) e grupo oral controle(agua destilada). Até a
hora 6 as coletas tiveram intervalo de 30 minutos e apdés nas horas 12, 24 e 48
para avaliacdo das concentracdes de Cat, Mg, proteinas totais (PPT), aspartato
aminotranferase (AST) e gamaglutamiltranspeptidase (GGT), ureia e albumina. As
concentracbes de Cai foram estimadas através da seguinte férmula: (6.Cat-
((0,19.PPT)+albumina)/3/((0,19.PPT)+albumina+6. Para avaliacdo de pH urinario foi
realizada coleta de urina nos momentos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. As concentracées
séricas de Cat e de Cai do grupo dispositivo CaMg (DCaMg) foi maior que as
concentracfes do grupo dispositivo controle (DC). Os grupos oral CaMg (OCaMg) e
grupo oral controle néo diferiram entre si. Os DCaMg e OCaMg. As concentracdes
séricas de Mg do DCaMg foi maior que o DC. Os niveis sanguineos de Mg nos
DCaMg e OCaMg ndo diferiram entre si. As concentragfes séricas de PPT, AST,
GGT, Albumina, Ureia e pH urinario ndo diferiram entre os grupos. Conclui-se que o
dispositivo intravaginal torna-se uma alternativa potencial para aumentar a
concentracdo sérica de Czat consideravel e serve de maneira eficiente para a
prevencao e/ou tratamento de hipocalcemia em ruminantes.

Palavras chave: hipocalcemia, formiato de célcio, dispositivo intravaginal



ABSTRACT

SILVA. Gabriela Power Teixeira. Metabolic availability ruminant submitted
different pharmaceutical forms of administration of calcium and magnesium.
2016. 56f. Thesis (Master). Graduate Program in Animal Sciences. Federal
University of Pelotas, Brazil.

Milk Fever it is one of the diseases that more attack dairy cows in the transition
period, being considered as a “production of disease”, with high economic impact.
Given this, was conducted a study, which the aim was evaluate the serum
concentration of total calcium (Cat), ionized calcium (Cai), magnesium (Mg) and
metabolism the sheep from two pharmaceutical forms the utilization of calcium and
magnesium. In this study were used 24 sheep of Corriedale breed, in post-partum,
divided into four groups. Previously all the animals were weighted and divided,
homogeneously: group intravaginal device DCaMg (polymer-based + calcium
formate + magnesium chloride), control device DC (polymer-based), OCaMg (distilled
water + calcium formate + magnesium chloride), OC (distilled water). The blood
samples were collected at 6 hours at 30 minute intervals and after 12, 24 and 48
hours, for the evaluation of Cat, Mg, total protein (PPT), aspartate aminotransferase
(AST), gamma-glutamyltranspeptidase (GGT), urea, creatinine and albumin
concentrations. Cai concentrations were estimated by the following formula:(6.Cat-
((0,19.PPT)+albumin)/3/((0,19.PPT)+albumin+6. To assess the urinary pH for later
comparison between the treatments, was realized urine collection at 0, 3, 6 and 12
hours. The serum concentrations of total calcium and ionized calcium of DCaMg
group was higher than the DC. The OCaMg and OC did not differ .The DCaMg and
OCaMg did not differ. The serum concentrations of Mg of DCaMg group was higher
than the DC. Blood levels of Mg in OCaMg and OC did not differ, and the DCaMg did
not differ from the OCaMg. Serum concentrations of PPT, AST, GGT, albumin, urea
and pH did not differ between groups. Overall, the intravaginal device makes a
potential alternative to ensure a considerable bioavailability of calcium and serves as
efficient way for prevention and/or hypocalcemia treatment in ruminants.

Keywords: milk fever, calcium formate, intravaginal device
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1. Introducéao Geral

Durante o periparto de vacas leiteiras ocorrem mudancas nutricionais e
hormonais, tornando uma fase estratégica para a vida produtiva, quando medidas
podem ser adotadas a fim de obter-se maior produtividade, reduzir os transtornos
metabolicos e, consequentemente, diminuir o numero de descartes involuntarios
(Ortolani, 2009). O calcio (Ca ") é o terceiro fon mais abundante no organismo e
desempenha um papel importante na funcdo celular normal, transmissédo neural,
estabilidade da membrana, estrutura 0ssea, coagulacdo do sangue e sinalizacéo
intracelular (Liamis et al., 2009).

E uma doenca metabolica que acomete principalmente bovinos e ovinos
ocorrendo quando os mecanismos homeostaticos ndo conseguem manter a
concentracéo sérica de Ca®" dentro dos limites fisiolégicos, normalmente no inicio da
lactacdo por se tratar da fase de maior exigéncia dos animais. (Horst et al., 1997).
Muitas vezes é fatal em ovelhas adultas durante o final da gestacdo e inicio da
lactacdo (Cockcroft, Whiteley 1999). Hipocalcemia € uma sindrome que ocorre com
uma incidéncia variavel em ovelhas, sendo influenciada tanto por fatores ambientais
quanto por predisposicdo genética associado a queda do Ca**. Yates, Hunt (1986)
relataram que as ovelhas tém uma demanda de calcio elevada para o feto em
desenvolvimento, porém a demanda para lactacao é relativa pequena.

Em vacas leiteiras, em torno de 25-54% apresentam hipocalcemia subclinica
(Reinhardt et al., 2011). Desequilibrios alimentares, como o sobrepeso no pré-parto,
predispdem muito a hipocalcemia (Jacques, 2011), estando associada a diminuicao
da ingestdo de alimentos contribuindo para o desenvolvimento deste transtorno,
acometendo as vacas durante o final da gestacdo ou inicio da lactacdo (Brozos et
al., 2011). Além disso, ocorre a diminuicdo da motilidade ruminal e abomasal,
tornando o animal propenso a alteracdes como deslocamento de abomaso (Goff,
2008; Kimura et al., 2006; Reinhardt et al., 2011). Situacbes como gestacOes
gemelares, quadros de hipomagnesemia, hipofosfatemia podem predispor a
hipocalcemia (Goff, 2008).

O pouco tempo para adaptacéo e a diminuicdo da ingestdo de matéria seca
(IMS) no periparto fazem com que a ressorcdo (desmineralizacdo) 6ssea seja 0
principal mecanismo compensatorio do organismo e a base fisiologica de controle da
doenca (Corbellini, 1998; Jacques, 2011). Segundo Ellenberger et al., (1932) no
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inicio da lactacdo todos mamiferos perderdo 9-13% do seu esqueleto no primeiro
més devido a osteoporose lactacional que visa manter a normocalcemia.

A causa da patogenia estad associada a uma resposta refrataria a acdo do
paratorménio (PTH) sobre as células responsaveis pela desmineralizacdo Ossea
(osteoclastos), células do intestino responsaveis pela absor¢cdo e células do rim
responsaveis pela reabsorcdo de Ca®" nos tdbulos renais. (Jacques, 2011). Altos
niveis de Ca** estimulam um receptor que leva a um rapido, mas transitério,
aumento do Ca®" intracelular, inibindo a liberacdo do PTH. Em contrapartida, a
sintese e secrecdo do PTH aumenta quando o nivel de Ca** extracelular é baixo
(Potts et al., 1998). O PTH regula a mobilizacdo de Ca** 6sseo quando ocorre essa
reducdo, promovendo reabsorcdo nos tubulos renais de Ca®*. Mas, apenas
pequenas quantidades sdo reabsorvidas, pois uma quantidade minima de Ca*" é
eliminada na urina (Goff, 2008). Ja a 1,25 diihidroxivitamina D estimula a absorcéo
intestinal de Ca?* da dieta, porém sé é produzida pelo rim frente ao aumento do
PTH, e entra em acdo apés 1 a 2 dias, constituindo um sistema de feedback mais
demorado (Potts et al., 1998).

O tratamento preconizado para a hipocalcemia é a infusdo de borogluconato
de calcio (Ca) endovenoso (EV) (Gonzéles, 2000), o que pode levar a uma
hipercalcemia e ap6s um declinio acentuado levando a fase transitéria
hipocalcémica (Blanc et al., 2014) ou usa-se Ca?* subcutaneo, porém essa forma de
administracdo tem resposta mais lenta quando comparada a via endovenosa, devido
a menor absorcdo (Brozos et al., 2011) além de causar necrose quando usada
férmula comercial contendo glicose na composicdo. O Ca®* administrado por via oral
(VO) também é uma forma de tratamento (Oetzel, 2013). Resumidamente, na
suplementacdo oral a capacidade da vaca utilizar o transporte ativo de Ca®* em
células intestinais é inadequada para ajuda-la a manter concentraces de Ca?'
sanguineos normais. Mas em grandes quantidades de Ca®" sollvel oralmente é
possivel que haja um transporte passivo de Ca®* para a corrente sanguinea, o qual
ocorre de um meio mais concentrado para um meio menos concentrado, porém soé
em doses elevadas de Ca®", entre 50 e 125g de Ca** /dose, contudo, os beneficios
da adicdo de Ca?* por VO parecem justificar a despesa adicional (Goff, 2008).
Tratamento oral é eficaz dentro de 30 minutos e mantém até 4-6 horas (Oetzel,
2013). Blanc et al., (2014) observou aumento nas concentragfes sanguineas de

Ca’* maiores em animais que receberam por VO em relacdo ao grupo controle que
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ndo recebia nenhuma fonte de Ca®*, porém Melendez (2002) néo verificou efeito da
administracdo VO nas horas 2, 3, 4, 6 e 9 apés o parto.

Além do tratamento, existem ferramentas utilizadas no pré-parto com
finalidade de prevenir a hipocalcemia no pdos-parto imediato. Exemplo disto € o uso
da dieta anidnica (dietas ricas em cloro e enxofre) que exerce um efeito idnico,
influenciando o pH sanguineo, o qual modula os niveis séricos e regulacdo dos
hormonios responsaveis pela calcemia. (Block, 1994). Ramos-Nieves et al., (2009)
afirmam que dieta anidnica ndo diminui hipocalcemia subclinica em alguns casos,
além de possuir baixa palatabilidade, e quando fornecida préximo ao parto, pode
reduzir a IMS e agravar ainda mais o BEN, comum neste periodo (Cavalieri & Santos
2001).

Além do método preventivo supramencionados, outras alternativas veem
sendo pesquisadas com finalidade de reduzir perdas econOmicas causadas pela
doenca, principalmente em caracter subclinico. Substancias quelantes, as quais
removem cations da circulacéo, estimulando secrecado e a¢do do PTH ainda no pré-
parto (Jorgensen et al., 1999), como os compostos derivados do &cido tetracético, o
etilenodiaminotetracético dissédico (Na2EDTA) (Hansen et al., 2003; Mellau L.S.B.
et al., 2001). Todavia, ainda ndo se sabe ao certo qual 0 momento exato para iniciar
esta adaptacdo, além do mais o Na2EDTA na forma injetavel tém seu uso limitado
devido aos grandes volumes necessarios para infusdo endovenosa, ndo oferecendo
praticidade para sua implementacdo em rebanhos comerciais. Outro método
estudado com o intuito de reduzir o Ca*" disponivel para absorcdo envolve a
incorporacao de zeolitos (silicato de aluminio de sodio) na racdo, uma vez que estes
se ligam ao Ca®" reduzindo a absorcdo ainda no pré-parto consequentemente
ativando a mobilizacao de Ca’" pés-parto. Contudo, este método necessitaria que
grandes quantidades sejam ingeridas diariamente (0,25 a 1 quilograma dia durante
duas semanas antes do parto), o que poderia trazer efeitos negativos também sobre
a absorcao do fésforo (P) (Jorgensen, R.J.; US Pat. 6890550B1). Outra alternativa,
envolve a administracéo de 6leos vegetais que se ligam ao Ca®* formando um sab&o
insolGvel e impedindo a absorcéo de Ca?* da dieta. Este método tem sido utilizado
com sucesso apenas em bovinos alimentados com dietas que contém 30-50 g de
Ca**/dia (Wilson, 2003). Segundo Martin-Tereso (US Pat. 2009/0202671) o farelo de
arroz também pode servir como alternativa de prevencdo da hipocalcemia, pois

possui em sua constituicdo Acido fitico, um antagonista da absorcdo de Ca®" pois
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seus grupos fosfato se ligam a um fon de Ca?*, diminuindo os niveis de Ca®* no pré-
parto. Contudo, a fitase, enzima presente na flora ruminal degrada este acido,
havendo a necessidade de protegé-lo com revestimento by-pass para que chegue
intacto ao duodeno, o que acaba onerando o produto e limitando a sua utilizacdo. A
vitamina D ativa também ¢é uma alternativa de prevencdo, porém deve ser
administrada entre 24 e 96 hs antes do parto, o que é dificil de determinar. Seu
analogo (24F-1,25(0OH) 2 D3), pode ser administrado em até 6 dias antes do parto
mas possui riscos de hipercalcemia, intoxicacdo e inibicdo da producdo enddgena
da vitamina D, além de causar dano renal. A administracdo intravaginal de 1,25
(OH)2 D3 (Vit. D3) na forma de cristal dissolvido em etanol (ha proporcédo de
1mg/mL), também tem sido utilizada, porém causa uma diminuicdo das
concentracfes sanguineas de magnésio (Mg).

O uso de sais de Ca?* em bolus, soluces em gel ou aquosas tem sido outra
alternativa de prevencdo da enfermidade. Dos sais de Ca?*, o citrato de sddio é mais
soluvel que o carbonato de calcio (Hanzlik et al., 2005) apresentando maior
disponibilidade sanguinea (Heeler et al., 1999). O formiato de calcio é um sal
altamente soltvel com 30,8% do peso do Ca?". O cloreto de célcio aumenta
concentracdo no sangue e a capacidade de resposta acida em vacas, porém €
caustico para vias aéreas (Oetzel, 2013). Em gel causa inflamag¢do no abomaso e
necrose (Lh Mcintyri et al., 2002). O propionato de célcio possui absorcéo lenta e a
dose deve ser bastante alta do calcio elementar, entre 75 e 125 g. Carbonato de
calcio ndo possui boa disponibilidade sanguinea e provoca resposta alcalina, pois
forma bicarbonato, op¢do melhor como tratamento no pés-parto ao invés de método
profilatico (Oetzel, 2013).

A diminuicdo do Mg no organismo pode agravar ainda mais o quadro da
doenca, pelo fato do Mg ser um cofator de ligacdo do PTH ao receptor (Goff,
2008).0 ion Mg garante a atividade completa do receptor de PTH, por atuar como
cofator em um sitio de ligacdo presente na Adenilciclase e na fosfolipase C
(Corbellini, 1998; Goff, 2006; Houe et al., 2001, assim métodos profilaticos que
causem a diminuicdo deste elemento, ndo sao benéficos para a saude pds-parto de
vacas leiteiras.

Isto posto, as tecnologias para prevencgao de hipocalcemia tendem a emergir
para que se busque solugdes viaveis principalmente a quadros subclinicos que

agravam as perdas da producdo. O desenvolvimento de novas formas farmacéuticas
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para uso Vveterinario bem como as vias de administragdo possuem papel
extremamente importante para a producdo de ruminantes, visto que estas espécies
apresentam barreiras de absorcdo de farmacos (ambiente ruminal) que requerem
terapias mais longas ou até mesmo apresentacfes que suportem a passagem por
estas barreiras. Dispositivos de liberacdo modificada possuem beneficios neste
ponto. J& existem estudos que demonstram a modificacdo de medicamentos como o
uso de comprimidos com antibioticos depositados no rumem liberando o farmaco
gradativamente (Sheth P, Stiel D.; US Pat. 3773921), revestimentos de nutriente e
farmacos que permite a liberagcdo no abomaso e intestino delgado sendo insoluvel
em pH = 6 e solavel em pH < 3 (Roth , H. H., et al., US Pat. 4199561) e sistema que
liberam determinada concentracdo em um certo periodo constituido de uma parede
semipermeavel onde o principio ativo localizado no interior é sensivel ao pH ruminal
(Eckenhoff J. B. et al., US Pat. 4595583).

Outra via opcional de administracdo de farmacos, a via intravaginal (VI), ndo
possui s6 efeito local, mas também sistémico por sua superficie apresentar elevado
suprimento sanguineo, diminuicdo do efeito de primeira passagem e relativa
permeabilidade a alguns farmacos (Machado, 2012). A microflora vaginal normal
produz acido lactico suficiente para manter o ambiente em pH de 3,5-4,5 (Machado,
2012), o que facilita a dissolucédo do dispositivo, visto que necessita uma pH baixo
para gue isto ocorra. A VI, ja em sido utilizada para administracdo de agentes
antimicrobianos (Malcolm K. et al., US Pat. 6951654) e sistema de liberacao lenta do
tipo reservatério (Wong P. S.; US Pat. 4286587). Os dispositivos tém tamanhos e
formas que possibilita sua insercdo e retencdo no interior da vagina. Para a
fabricacdo de sistemas de liberagdo de farmacos, o uso de polimeros
biodegradaveis tem sido a preferéncia por serem compostos de facil moldagem e
assimilaveis pelo organismo animal. Além da maior biocompatibilidade quando
comparados aos materiais sintéticos, possuem também um menor custo de
preparacdo e otimizacdo dos efeitos terapéuticos da substancia ativa permitindo o
uso de menores dosagens, reducdo da frequéncia de administracdo, além de
possibilitar a projecéo de diferentes formatos e tamanhos (Pereira, R. A. et al.; BR
Pat. 1020140291687).


https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Harold+H.+Roth%22
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2.0. Objetivo Geral
Avaliar a concentracdo de calcio e o metabolismo de ovelhas a partir de

diferentes alternativas farmacéuticas de administracéo de calcio.

2.1. Objetivos Especificos

1) Determinar a biodisponibilidade de calcio a partir da administracdo de formiato de

calcio pelas vias oral e intravaginal;

2) Avaliar possiveis efeitos hepaticos e renais apés a administracéo de formiato de

calcio por duas vias diferentes;

3) Determinar o perfil metabdlico dos animais através de andlises bioquimicas de
AST, GGT, PPT, Ureia, Calcio total, Calcio lonizado, Magnésio e Albumina.
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1. Caracterizagédo do problema:

Paresia puerperal, febre do leite ou mais conhecida como hipocalcemia, é
uma das enfermidades que mais acomete vacas leiteiras no periodo de transicao
que possui alto impacto econdmico, classificada como “doenca de producéo”
(Brozos et al.,, 2011). Neste periodo, ocorrem mudancas nutricionais, hormonais e
por isso é considerado estratégico para a vida produtiva da vaca leiteira
especialmente por tratar-se da fase que medidas podem ser adotadas a fim de
obter-se maior produtividade, menor taxa de transtornos metabdlicos e,
consequentemente, menor nimero de descartes involuntérios (Ortolani, 2009). O
célcio (Ca) é o terceiro fon (Ca ') mais abundante no corpo e desempenha um
papel importante sobre a funcdo celular normal, transmissdo neural, a estabilidade
da membrana, estrutura 0ssea, coagulacdo do sangue e sinalizacdo intracellular
(Liamis et al., 2009).

A hipocalcemia € uma doenca metabdlica que acomete principalmente
bovinos e ovinos na qual os mecanismos homeostaticos do organismo nao
conseguem manter a concentracdo sérica de Ca %" dentro dos limites fisiolégicos,
normalmente no inicio da lactacao por se tratar da fase de maior exigéncia dos
animais. (Horst et al., 1997). Os requerimentos nutricionais das fémeas aumentam
durante as Ultimas semanas antes do parto, quando se acelera o desenvolvimento
fetal em torno de 70% do seu crescimento (Jacques, 2011). Ocorre geralmente em
vacas com trés ou mais gestacOes e principalmente de alta producdo, devido a
maior producdo, assim maior demanda de célcio para a glandula e maior
predisposicao a hipocalcemia e para uma série de outras doencas ou transtornos
gue reduzem consideravelmente a producéo leiteira (Curtis et al., 1984 & Jacques,
2011). Em torno de 25-54% de vacas leiteiras apresentam hipocalcemia subclinica
(Reinhardt et al., 2011). Vacas em segunda ou mais lactacbes tendem a ter
hipocalcemia em 50% a mais que primiparas (Oetzel, 2013). Desequilibrios
alimentares, como 0 sobrepeso no pré-parto, predispdem muito a hipocalcemia
(Jacques, 2011), estando associada a diminuicdo da ingestdo de alimentos
contribuindo para o desenvolvimento deste transtorno, acometendo as vacas
durante o final da gestacéo ou inicio da lactacdo (Brozos et al., 2011). Além disso,
ocorre a diminuigcdo da motilidade ruminal e abomasal, tornando o animal propenso
a alteracbes como deslocamento de abomaso (Goff, 2008; Kimura et al., 2006;

Reinhardt et al., 2011; Curtis et al., 1983). Situagbes como gestacbes gemelares,
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quadros de hipomagnesemia, hipofosfatemia podem predispor a hipocalcemia (Goff,
2008).

Como prevencao a fim de evitar perda na producéo, o uso da dieta anidnica
(dietas ricas em fdsforo, cloro e enxofre) exercem um efeito idnico, tendo influéncia
no pH sanguineo, determinando assim, os niveis séricos e regulacdo dos hormonios
responsaveis pela calcemia. (Block, 1994). A dieta tem como funcdo aumentar a
reatividade do PTH, fazendo com que no momento em que o animal necessite de

altos indices de Ca ?*

, 0 metabolismo sofra menos consequéncias devido a
adaptacao prévia administrada na dieta pré-parto (Horst et al., 1997). Ramos-Nieves
et al., (2009) afirmam que dieta aniénica ndo diminui hipocalcemia subclinica em
alguns casos. Outrossim, possui baixa palatabilidade, e quando fornecida proximo
ao parto, pode reduzir a ingesta alimentar e agravar ainda mais o BEN, comum
neste periodo (Cavalieri & Santos 2001).Goff(2008) relata que o sal anidnico
diminuiu apenas em 1% os sinais clinicos.

Diante isto, outros métodos preventivos veem sendo pesquisados com
finalidade de reduzir perdas econémicas causadas pela doenca, principalmente em
caracter subclinico. Substancias quelantes, as quais removem o Ca** da circulacéo,
(Jorgensen et al., 1999,Hansen et al., 2003; Mellau L.S.B. et al., 2001), como o
etilenodiaminotetracético dissodico por EV (Na2EDTA), incorporacao de zedlitos na

racdo ligando-se ao Ca 2

para que ndo haja absorcdo (US6890550B1 e
US7235256B2), administracdo de 6leos vegetais que se ligam ao Ca *, formando
um sabdo insoluvel e impedindo a absorcdo de Ca da dieta. (Wilson, 2003).
Segundo a patente US2009/0202671 o farelo de arroz possui em sua constituicao
acido fitico, um antagonista da absorcdo de Ca pois seus grupos fosfato se ligam a
um fon de Ca®", diminuindo os niveis de Ca *'no pré-parto. A vitamina D ativa, cujo
papel na homeostase é absorcdo intestinal de Ca %*, é um método preventivo da
hipocalcemia, porém sua administracao de ser feita entre 24 e 96 hs antes do parto,
o que é dificil de determinar, tornando-se um problema. (Goff, 2008).A administracédo
de PTH também tem sido estudada, mas seu custo é elevado e sua administracéo
nao garante prevencdo do quadro subclinico administrando-o antes de 60 horas
pré-parto. (Goff, 2008).

O uso de sais de célcio em bolus, solugdes em gel ou aquosas tem sido outra
alternativa quando se objetiva prevencdo da enfermidade. Dos sais de Ca %, o

citrato de sédio é o sal mais sollvel que o carbonato de célcio (Hanzlik et al., 2005)
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apresentando maior disponibilidade (Heeler, 1999). O formiato de calcio é um sal
altamente soltvel, 30,8% do peso do Ca **. Para ser absorvido deve ser na forma
soltvel ou os fons Ca®" dissolvidos em &gua._E absorvido, em mulheres, pelo trato
gastrointestinal pela combinacdo de transporte ativo e difusdo passiva, onde o
componente ativo € saturado (estimulado pela 1,25 DH-D3 no jejuno e duodeno
proximal). No jejuno e ileo distal ocorrem processos mais longos, pois o transito é
lento e permitindo a absorcdo de grande cargas de Ca ' que saturam no processo
ativo, sendo mais soluvel que o carbonato. Dose, taxa de esvaziamento gastrico,
taxa de desintegracao e dissolucdo da forma influenciam a absorcéo (Hanzlik et al.,
2005). O cloreto de calcio aumenta concentracdo no sangue e aumenta capacidade
de resposta acida em vacas (ativando mobilizacédo de calcio das reservas), porém é
caustico para vias aéreas. (Oetzel, 2013). Em gel causa inflamacé&o no abomaso e
necrose (Intyri, 2002). O propionato de calcio possui absorcao lenta e a dose deve
ser bastante alta do célcio elementar, entre 75 e 125 g (Oetzel, 2013). Carbonato de
calcio ndo possui boa disponibilidade e provoca resposta alcalina, pois forma
bicarbonato, opcdo melhor como tratamento no pdés-parto ao invés de método
profilatico (Oetzel, 2013). Sampson et al.; 2009 utilizou em seu estudo um produto
comercial contendo associacdo de cloreto de célcio e sulfato de calcio a fim de
determinar o efeito sobre a homeostase do calcio imediatamente apds o parto. Ele
observou aumento significativo nos niveis de Ca®* no soro e diminuiu valores de pH
da urina. Oetzel et al.,, 2013 salienta que fornecendo uma quantidade tipica de
cloreto de célcio (por exemplo, 50 g de calcio elementar), em uma pequena dose
oral proporciona a melhor absorcdo do que a administracdo de 100 g de calcio
elementar a partir do cloreto de calcio na agua, resultando no sangue excessivos
niveis de Ca ** podendo desligar os mecanismos de homeostase e estimular a
calcitonina para proteger da hipercalcemia.

Isto posto, as tecnologias para prevencao de hipocalcemia tendem a emergir
para que se busque solucdes viaveis principalmente a quadros subclinicos que
agravam as perdas da producdo. O desenvolvimento de novas formas farmacéuticas
para uso Vveterinario bem como as vias de administracdo possuem papel
extremamente importante para espécies ruminantes, visto que estas sdo compostas
de barreiras de absorcdo de farmacos (ambiente ruminal) que requerem terapias
mais longas ou até mesmo maneiras que suportem a passagem ou até nao

passagem por estas barreiras. Dispositivos de liberacdo modificada sdo positivos
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neste ponto. Ja existem estudos que demonstram a modificacdo de medicamentos
como o uso de comprimidos com antibiéticos depositados no rumem liberando o
farmaco gradativamente (US3773921), revestimentos de nutriente e farmacos que
permite a liberacdo no abomaso e intestino delgado sendo insolivel em pH =2 6 e
solivel em pH < 3 (US4199561), sistema de liberagdo que liberava apenas
determinada concentracdo em um certo periodo constituindo uma parede
semipermeavel onde o principio ativo localizado no interior era sensivel ao ph
ruminal (US4595583).

Outra via opcional de administracdo de farmacos, a via intravaginal, nao
possui soO efeito local, mas também sistémico, por sua superficie apresentar elevado
suprimento sanguineo, diminuicdo do efeito de primeira passagem e relativa
permeabilidade a alguns farmacos. A microflora normal produz &cido lactico
suficiente para manter as secrecdes vaginais em pH de 3,5-4,5 (Machado, 2012).
Segundo o Decreto-Lei n.° 176/2006, de 30 de agosto, correspondente ao Estatuto
do Medicamento, define-se forma farmacéutica como “o estado final que as
substancias ativas apresentam depois de submetidas as operacdes farmacéuticas
necessarias, a fim de facilitar a sua administracdo e obter o maior efeito terapéutico
desejado”. Esta via ja em sido utilizada para administracdo de agentes
antimicrobianos (US 6951654), sistema de liberacdo lenta do tipo reservatério
(US4286587). Os dispositivos tém tamanhos e formas que possibilita sua insercéo e
retencdo no interior da vagina. Para a fabricacdo de sistemas de liberacdo de
farmacos, o uso de polimeros biodegradaveis tem sido a preferéncia por serem
compostos de facil moldagem e assimilaveis pelo organismo animal. Além da maior
biocompatibilidade quando comparados aos materiais sintéticos, possuem também
um menor custo de preparacado, otimizacdo dos efeitos terapéuticos da substancia
ativa permitindo o uso de menores dosagens, reducdo da frequéncia de
administracdo, além de possibilitar a projecdo de diferentes formatos e tamanhos
(BR1020140291687).

2. Objetivos e hipotese
2.1. Objetivo geral

Avaliar a biodisponibilidade de calcio e o metabolismo de ovelhas a partir de

diferentes alternativas de administracéo de formiato de calcio.
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2.2. Objetivos Especificos

1) Determinar a biodisponibilidade de calcio a partir da administracdo de formiato de
calcio pelas vias oral e intravaginal;

2) Avaliar possiveis efeitos hepaticos e renais apos a administracdo de formiato de
calcio pelas diferentes vias;

3) ) Determinar o perfil metabdlico dos animais através de andlises bioquimicas de
AST, GGT, Ureia, Célcio total, Albumina.

2.3. Hipotese
A biodisponibilidade de calcio pode ser maior quando o formiato de calcio &

administrado através de um dispositivo intravaginal quando comparado a via oral.

3. Metodologia

3.1. Instalacdes
O presente estudo serd realizado na fazenda experimental da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). O Centro Agropecuéario da Palma conta com 1257
hectares, localizada no distrito Capéo do Ledo/RS.
Os animais serdao mantidos em sistema extensivo de produc¢do sob mesmas

condi¢cbes de manejo e alimentacao

3.2. Animais

Serdo utilizadas 23 ovelhas da raca Corriedale divididas entre 4 grupos. Os
animais serdo pesados e divididos aleatoriamente.

Grupo dispositivo tratamento (GDT), que recebera dispositivo intravaginal
contendo formiato de calcio e cloreto de magnésio, n=6.

Grupo dispositivo controle (GDC), que recebera dispositivo intravaginal base
(sem substancias ativas), n-6.

Grupo oral tratamento (GOT), que recebera solucédo oral contendo formiato
de célcio e cloreto de magnésio, n=6.

Grupo oral controle (GOC), que receberd apenas agua purificada como
placebo, n=6.

As administracfes serdo feitas no momento zero. Os grupo 1 e 2 (grupos

qgue receberdo os dispositivos intravaginais) terdo inicio no primeiro dia as 9 horas
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terminando no dia 3 as 9 horas. Os grupos 3 e 4 (grupos que receberdo solucdes
orais) iniciardo as 6 horas do dia 2 e finalizardo as 6 horas do dia 4.

A descricdo detalhada das etapas de preparacdo dos dispositivos
poliméricos serd mantida em sigilo, pelo potencial de inovacdo que este projeto
representa. Apenas podemos mencionar que os dispositivos do GDT terdo 15g de
formiato de calcio e 5,7g de cloreto de magnésio, ja os dispositivos do GDC, nao
terdo em sua composicao os sais. As solucdes orais do GOF terdo 15 g de formiato
de calcio e 5,7 g de cloreto de magnésio dissolvidos em 50 ml de agua destilada. O
GOC recebera apenas 50 ml de 4gua destilada. Serédo aplicadas por via oral com o
auxilio de uma seringa de 60 ml, evitando perdas.

3.3. Coletas das amostras

As amostras sanguineas serdo coletadas por pun¢do na veia jugular com
tubos Vacutainer contendo ativador de coagulo, apds centrifugadas a 3000rpm, com
finalidade se separar o soro para analise de Cat, Mg, proteinas totais (PPT), AST e
gamaglutamiltranspeptidase (GGT), ureia, creatinina e albumina nos seguintes
momentos em relagéo aos tratamentos: 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6;
12;24 e 48 horas. Para avaliar pH de urina o método usado para coleta sera por
asfixia nos momentos 0, 3, 6, 12 24 e 48 horas em relacdo aos tratamentos. O pH
sera avaliado por peagametro de bancada modelo Tecnopon mPA 210. Nos

mesmos momentos serao feitos exame clinicos de todos os animais.

UR+ EC
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UR+ EC
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Legenda:

-UR: coleta de urina-avaliar pH
-EC: exame clinico

-SG: coleta de sangue
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3.4. Andlises sanguineas

Serdo realizadas analises das concentracdes de Cat, Mg, PPT, ureia, AST e
GGT e albumina mensurados através de método colorimétrico por Kits por leitura no
analisador bioquimico automatico modelo Labmax Plenno. As concentragfes de
calcio ionizado (Ca?) serdo estimadas pela seguinte férmula: (6.Cat-
((0,19.PPT)+albumina)/3/((0,19.PPT)+albumina+6 (Labtest).

3.5. Andlise Estatistica

Os dados serdo analisados utilizando analise de medidas repetidas
(ANOVA) no programa NCSS (2005), considerando-se como efeito aleatério o
animal, assim como efeitos fixos de tratamento (GDF, GDC, GOF, GOC), periodo (0;
0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5;4;4,5; 5; 5,5; 6; 12; 24 e 48 horas) e as interacdes entre
tratamento, periodo e animais (Full Model). As compara¢cBes entre médias serdo
submetidas ao teste de Tukey-Kramer.

4. Resultados e Impactos esperados

Espera-se que com esse trabalho possa ser viabilizado o uso estratégico de
um dispositivo intravaginal contendo formiato de calcio e cloreto de magnésio, visto
o aumento dos niveis de calcio disponivel na circulacdo sanguinea, bem como
baixos niveis de AST, GGT e ureia comprovando seguranca da administracdo
intravaginal, aléem de produzir uma dissertacdo de mestrado, publicar pelo menos 1
artigo em revistas de circulagdo internacional e 1 nacional, classificadas na area de
zootecnia como entre “A1” e “B1” no Sistema de Classificacdo de Periédicos, Anais
e Revistas da CAPES. Divulgar os resultados em congressos da area em ambito
nacional e internacional e divulgar os resultados em congressos da area em ambito
local e regional, tais como Congressos de Iniciagdo Cientifica e Encontros de Poés-

graduacéo.
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5. Qualificagéo da equipe envolvida

Para execucéao deste projeto trabalharemos com uma equipe multidisciplinar,

com a participacéo de pesquisadores/professores de nossa instituicao.



6. Cronograma do projeto:
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Atividades 1-2 3-4 5-6 7-8 | 9-10 [11-12|13-14|15-16|17-18|19-20 |21--22| 23-24
Reviséo de literatura X X X X X X X X X X
Reunibes semanais para discutir e avaliar o andamento do projeto X X X X X X X X X X X X
Ajuste e teste de metodologias laboratoriais X X

Selec&o dos animais X X

Compra de material para coleta de sangue

Compra Kilts e material laboratério X

Execucéo do experimento a campo X X X

Coleta das amostras a campo X X X
Analises laboratoriais X
Andlise estatistica X
Confeccao de artigo e relatério final X X
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4. Relatério de atividade de campo:

4.1. Local
O presente estudo foi realizado na fazenda experimental da Universidade

Federal de Pelotas (UFPel) localizada no municipio de Capéo do Ledo/RS.

4.2. Animais, dieta e manejo

O periodo do estudo a campo foi do dia 17 a 20 de outubro de 2015. Os
animais foram mantidos em sistema extensivo de produgcdo sob mesmas condi¢des
de manejo e alimentacdo. O peso individual dos animais e as médias de cada grupo
encontram-se na tabela 1. Foram utilizadas 24 ovelhas da raca Corriedale divididas
entre 4 grupos contendo 6 animais em cada grupo. Grupo dispositivo CaMg
(DCaMg) recebeu dispositivo intravaginal contendo formiato de célcio e cloreto de
magnésio, grupo dispositivo controle (DC) recebeu dispositivo intravaginal n&o
contendo os sais, grupo oral CaMg (OCaMg) recebeu solucdo oral contendo sal
formiato de calcio e cloreto de magnésio e o grupo oral controle (OC) recebeu
apenas agua destilada.

As administracdes foram feitas no momento zero e as amostras sanguineas
foram coletadas por puncdo na veia jugular com sistema Vacutainer® (BD
Diagnostics®, Sdo Paulo, Brasil), contendo ativador de coagulo para anélise de Cat,
Cai, Mg, PPT, ureia, AST e GGT e albumina de 30 em 30 minutos até as 6 horas e
apos, nos momentos 12, 24 e 48. Para avaliar pH de urina o método usado para
coleta foi por asfixia nos momentos 0, 3, 6, 12 24 e 48 horas em relacdo aos
tratamentos. O pH foi avaliado por peagametro de bancada modelo Tecnopon mPA
210® (Ms Tecnopon Instrumentagéo®, Séao Paulo, Brasil). Nos mesmos momentos
foram realizados exame clinicos de todos os animais a fim de acompanhar sanidade
dos animais. Foram mensuradas a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria
(FR), temperatura retal, movimentos ruminais, tempo de perfusdo capilar (TPC) e
coloracdo das mucosas oral, ocular e vaginal.

Foram realizadas analises das concentracdes de Cat, Mg, PPT, ureia, AST e
GGT e albumina através de kits colorimétricos (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil) por
leitura no analisador bioquimico automéatico modelo Labmax Plenno® (Labtest®,

Lagoa Santa, Brasil).
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As concentracfes de Cai foram estimadas pela seguinte féormula:(6.Cat-
((0,19.PPT)+albumina)/3/((0,19.PPT)+albumina+6 (Labtest, Lagoa Santa/MG,

Brasil).

Tabelal: Pesos individuais e as médias de cada grupo, distribuidos homogeneamente.

DCaMg DC OCaMg oC
Identificacdo Peso (Kg) Identificacdo Peso(Kg) Identificagdo Peso(Kg) Identificagdo Peso (Kg)
12 45,2 166 54,2 244 54,0 41 53,6
16 43,7 165 52,0 242 52,0 31 50,2
14 56,4 161 48,0 245 47,6 34 47,2
13 52,6 162 45,6 243 45,5 44 45,3
15 48,4 163 441 241 44,0 43 43,7
17 46,0 164 43,3 214 43,0 42 42,7

Média 48,71 Média 47,86 Média 47,68 Média 47,11
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5. Artigo 1

Este artigo foi formatado em conformidade com as normas da revista Animal

Avaliacdo metabdlica de ruminantes submetidos a diferentes formas

farmacéuticas de administracdo de calcio e magnésio

G. P. T. da Silva’, R. A. Pereira’, L. Q. Gheller!, G. B. Luz*, R. F Prietsch?, A. F.
Bilhalva®, J. Feij¢*, M. N. Correa’, F. A. B. Del Pino*, C. C. Brauner*

'Nucleo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuaria (NUPEEC), Departamento de
Clinicas Veterinarias, Universidade Federal de Pelotas, CEP: 96010-900, Pelotas,
Rio Grande do Sul, Brazil

Abstract :

Milk Fever it is one of the diseases that more attack dairy cows in the transition
period, being considered as a “production of disease”, with high economic impact.
Given this, was conducted a study, which the aim was evaluate the serum
concentration of total calcium (Cat), ionized calcium (Cai), magnesium (Mg) and
metabolism the sheep from two pharmaceutical forms the utilization of calcium and
magnesium. In this study were used 24 sheep of Corriedale breed, in post-partum,
divided into four groups. Previously all the animals were weighted and divided,
homogeneously: group intravaginal device DCaMg (polymer-based + calcium
formate + magnesium chloride), control device DC (polymer-based), OCaMg (distilled
water + calcium formate + magnesium chloride), OC (distilled water). The blood
samples were collected at 6 hours at 30 minute intervals and after 12, 24 and 48
hours, for the evaluation of Cat, Mg, total protein (PPT), aspartate aminotransferase
(AST), gamma-glutamyltranspeptidase (GGT), urea, creatinine and albumin
concentrations. Cai concentrations were estimated by the following formula:(6.Cat-
((0,19.PPT)+albumin)/3/((0,19.PPT)+albumin+6. To assess the urinary pH for later
comparison between the treatments, was realized urine collection at 0, 3, 6 and 12
hours. The serum concentrations of total calcium and ionized calcium of DCaMg
group was higher than the DC. The OCaMg and OC did not differ .The DCaMg and
OCaMg did not differ. The serum concentrations of Mg of DCaMg group was higher
than the DC. Blood levels of Mg in OCaMg and OC did not differ, and the DCaMg did
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not differ from the OCaMg. Serum concentrations of PPT, AST, GGT, albumin, urea
and pH did not differ between groups. Overall, the intravaginal device makes a
potential alternative to ensure a considerable bioavailability of calcium and serves as

efficient way for prevention and/or hypocalcemia treatment in ruminants.

Palavras-chave

Hipocalcemia, formiato de célcio, cloreto de magnésio, dispositivo intravaginal

Implicacbes:

Este estudo tem por finalidade fornecer a sociedade cientifica, uma busca de
resultados sobre o uso do formiato de célcio por via intravaginal para acao
terapéutica/profilatica de hipocalcemia, tanto em vacas como em ovelhas,

principalmente no periodo imediato apds o parto.

Introducéao:

A hipocalcemia é uma doenca metabdlica que acomete principalmente
bovinos e ovinos na qual os mecanismos homeostaticos do organismo nao
conseguem manter a concentracdo sérica de calcio (Ca*") dentro dos limites
fisiol6égicos ocorrendo geralmente no final da gestacéo e inicio da lactacdo (Horst et
al., 1997). Por ser fase de maior exigéncia dos animais, devido o periodo gestacional
ocorrem aumento das necessidades nutricionais e, consequentemente, incremento
de nutrientes para o producao de colostro e manutencdo do organismo (Goff, 2008).
As necessidades nutricionais das fémeas aumentam durante as ultimas semanas
antes do parto, quando se acelera o desenvolvimento fetal (Jacques, 2011). Por este
motivo, fatores como a idade, alta producéo e partos gemelares sao os principais
fatores de risco a hipocalcemia (Goff, 2006). Além disto, a diminuicdo do Mg no
organismo pode agravar ainda mais o quadro da doenca, pelo fato do Mg ser um
cofator de ligacdo do PTH ao receptor (Goff, 2008).0 ion Mg garante a atividade
completa do receptor de PTH, por atuar como cofator em um sitio de ligacao
presente na Adenilciclase e na fosfolipase C (Corbellini, 1998; Goff, 2006; Houe et
al., 2001, assim métodos profilaticos que causem a diminuicdo deste elemento, nao

sao benéficos para a saude pds-parto de vacas leiteiras.
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Em vacas leiteiras, em torno de 25-54% destes animais apresentam
hipocalcemia subclinica (Reinhardt et al., 2011), tendo este valor suma importancia
nas perdas econdémicas do rebanho. Em ovinos Henze et al. (1994) evidenciaram
gue cerca de 50% das ovelhas gestantes apresentam concentracdes plasmaticas de
calcio total menores que 8,4 mg/dL nas Ultimas semanas da gestagdo, enquanto
ovelhas saudaveis ndo gestantes possuem média de 10 mg/dL.

Com o objetivo de reduzir perdas relacionadas a hipocalcemia, diversas
técnicas sao disponiveis para a utilizacdo. O uso da dieta anidnica (dietas ricas em
cloro e enxofre) exerce um efeito ibnico, tendo influéncia no pH sanguineo,
determinando assim, os niveis séricos e regulagdo dos hormonios responsaveis pela
calcemia (Jacques, 2011; Martins et al., 2016). No entanto, Blanc et al., (2014)
afirmam que dieta aniénica ndo diminui hipocalcemia subclinica em alguns casos,
além de ser uma pratica que exige maior manejo dos animais, o que dificulta a
adocdo por parte dos produtores. A incorporacdo de zedlitos (Goff, 2008),
administracdo de 6leos vegetais que se ligam ao Ca** formando um sabé&o insoltvel
com funcado de absorver Ca?* da dieta (Wilson, 2003), vitamina D ativa (Goff, 2008) e
administrac@o de sais de céalcio em bolus como citrato de célcio, carbonato de calcio,
cloreto de calcio, formiato de calcio e propionato de calcio. (Hanzlik et al., 2005,
Blanc et al., 2014; Oetzel 2013), sdo outras ferramentas que podem ser utilizadas
com o0 mesmo objetivo de reduzir a hipocalcemia.

Diante desta diversidade de sais de calcio disponiveis para administracdo
em ruminantes, o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para uso
veterinario bem como a busca de diferentes vias de administracdo possuem papel
importante em pesquisas de métodos de prevencédo e tratamento da hipocalcemia,
principalmente porque o0s ruminantes apresentam uma barreira de absorcéo de
farmacos particular, o ambiente ruminal, demandando terapias mais longas ou até
mesmo formas farmacéuticas que suportem a passagem pelo raimen, sem sofrerem
qualquer alteracao ou degradacao Assim, dispositivos de liberagdo modificada com
revestimentos gue resistam ao ambiente ruminal, ou formas farmacéuticas aplicadas
a outras vias de administracdo em ruminantes, sdo alternativas que tem sido
estudas para tentar contornar estes entraves garantindo a eficiéncias dos métodos
de prevencao e a eficacia das terapias.

A via intravaginal € uma via potencial para a administracdo de farmacos,

podendo ser usada ndo somente para efeito local, mas também sistémico, pois sua



102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

37

superficie apresenta elevada vascularizacdo sanguinea, ndo sofre efeito de
passagem pelo rimen e tem significativa permeabilidade a alguns farmacos. Além
disso, a microflora normal produz acido lactico suficiente para manter o pH de 3,5-
4,5 (Machado, 2012), o qual pode facilitar o processo de absorcéo. Por isso, esta via
pode ser usada em bovinos e ovinos para a administracdo de algumas substancias
de interesse, como ja é utilizada para a administracéo de hormonios.

A hipétese deste estudo é de que a disponibilidade de célcio pode ser maior
qguando o formiato de calcio € administrado através de um dispositivo intravaginal
quando comparado a via oral.

Diante deste cenario, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a disponibilidade de
calcio a partir da administracdo de duas formas farmacéuticas (oral e intravaginal)
contendo formiato de calcio e cloreto de magnésio e o efeito sobre o metabolismo de

ruminantes, utilizando ovelhas como modelo experimental. .

Material e Métodos:

Bem estar animal:
O Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pelotas aprovou todos os procedimentos realizados neste experimento estando este

registrado sob o numero 2563.

Animais, protocolo experimental e tratamentos:

O experimento foi conduzido na Fazenda experimental da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), localizada em Capao do Ledo/RS, no sul do Brasil. Os
animais foram mantidos, sob mesmas condicdes de manejo durante todo o
experimento. Eram alocados nas baias conforme os grupos apenas com agua ab
libidum durantes as coletas intensas que iam até a hora 6. Apds este periodo eram
entdo liberadas para pastejar em uma parcela Unica para todos os tratamentos,
sendo reunidas novamente para a realizagcdo das demais coletas. Foram utilizadas
24 ovelhas pés-parto lactantes da raca Corriedale previamente pesadas e divididas
de forma homogénea em 4 grupos, com peso inicial médio de 47,5 kg. O grupo
dispositivo CaMg (DCaMg), recebeu dispositivo intravaginal contendo formiato de
calcio e cloreto de magnésio (n=6); o grupo dispositivo controle (DC), que recebeu

dispositivo intravaginal base (sem substancias ativas) (n=6); grupo oral CaMg
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(OCaMg), recebeu solucao oral contendo formiato de calcio e cloreto de magnésio
(n=6); e o grupo oral controle (OC), que recebeu por via oral apenas agua purificada
como placebo (n=6). Os dispositivos utilizados para os tratamentos possuem a forma
de projétil e tamanho que possibilitou sua insercdo e retencdo no interior da vagina
de uma ovelha.

A descricdo detalhada das etapas de preparacdo dos dispositivos
poliméricos serd mantida em sigilo, pelo potencial de inovacdo que este projeto
representa.

As solugdes orais foram preparadas da seguinte forma: foram pesados 15g
de Formiato de Ca e 5,7g de Cloreto de Mg e em seguida dissolvidos em 50 ml de
agua destilada em agitador magnético® TMA10CFI ( Thelga, Belo Horionte, Brasil).
Foram administradas por via oral com o auxilio de uma seringa de 60 ml, evitando
assim possiveis perdas, enquanto os dispositivos intravaginais foram administrados

por via intravaginal de maneira totalmente asséptica.

Coletas de sangue, de urina e exame clinico:

As coletas de sangue foram realizadas por pungdo da veia jugular,
utilizando-se o sistema Vacutainer® (BD Diagnostics, Sdo Paulo, Brasil), sem
anticoagulante, para obtencédo do soro por centrifugacdo a 3000rpm em centrifuga
de tubos para avaliacdo das concentracfes de calcio total (Cat), magnésio (Mg),
proteinas totais (PPT), aspartato aminotranferase (AST),
gamaglutamiltranspeptidase (GGT), ureia e albumina. Durante as 6 primeiras horas
ap6s a administracbes das solucBes orais e dos dispositivos intravaginais, as
coletas foram realizadas com intervalo de 30 minutos. Apds, foram coletas amostras
nas horas 12, 24 e 48. Para avaliacdo de pH urinério foi realizada coleta de urina
nos momentos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas em relacdo aos tratamentos. O pH foi
avaliado por peagametro de bancada modelo Tecnopon mPA 210® (Ms Tecnopon
Instrumentacéo®, S&o Paulo, Brasil). Nos mesmos momentos foram realizados
exame clinicos de todos os animais a fim de acompanhar sanidade dos animais.
Foram mensuradas a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR),
temperatura retal, movimentos ruminais, tempo de perfusdo capilar (TPC) e

coloracdo das mucosas oral, ocular e vaginal.

Andlises Bioquimicas:
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As concentracfes séricas de Cat, Mg, PPT, ureia, AST e GGT e albumina
foram mensuradas através de método colorimétrico por Kits (Labtest®, Lagoa Santa,
Brazil) através de leitura em analisador bioquimico automatico modelo Labmax
Plenno® (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

As concentracdes de célcio ionizado (Cai) foram estimadas através da
seguinte formula: (6.Cat-((0,19.PPT)+albumina)/3/((0,19.PPT)+albumina+6

(Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

Andlises estatisticas:

Os dados foram analisados utilizando analise de medidas repetidas
(ANOVA) no programa NCSS (2005), considerando-se como efeito aleatério o
animal, assim como efeitos fixos de tratamento (DCaMg, DC, OCaMg, OC), periodo
(0; 0,5; 1;1,5; 2; 2,5; 3; 3,5;4,4,5; 5; 5,5; 6; 12; 24 e 48 horas) e as interacdes entre
tratamento, periodo e animais (Full Model). As comparacdes entre médias foram

submetidas ao teste de Tukey-Kramer.

Resultados:

Sobre as concentracdes séricas de Cat, houve efeito do tratamento (P=0,05)
e interacdo entre coleta e tratamento nos grupo que receberam dispositivo
intravaginal (P=0,0007), figura 1. Os grupos OCaMG e OC néo diferiram (P>0,05)
entre si, assim como o DCaMg néao diferiu do OCaMg (P>0,05). Nas concentracdes
de Cai houve apenas efeito do tratamento (P=0,03), figura 2. Os grupos OCaMg e
OC néo diferiram (P>0,05) entre si. Ndo houve diferenca significativa entre o grupo
DCaMg e OCaMg (P>0,05). Em relagdo as concentracfes séricas de Mg, houve
efeito do tratamento (P=0,002) e interacdo entre coleta e tratamento nos grupo que
receberam dispositivo intravaginal (P=0,04), figura 3. Os grupos OCaMG e OC nao
diferiram (P>0,05) entre si. Nao houve diferenca significativa entre os grupos DCaMg
e OCaMg (P>0,05). As médias apresentam-se na tabela 1.

As concentragdes séricas de PPT, AST, GGT, Albumina, Ureia e pH urinario
nao diferiram entre os grupos (tabela 2). Apdés a administracdo dos dispositivos
intravaginais contendo os sais de célcio e magnésio, 0os animais apresentaram

sintomas clinicos de vaginite.

Discussao:
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Diante dos resultados de Cat e Cai, que diferiu entre os grupos DCaMg e
DC, comprovou-se que 0 uso de dispositivo intravaginal contendo formiato de célcio
pode ser um meétodo alternativo eficiente de fornecimento de célcio por propiciar
significativa absorcéo, possivelmente pela alta vascularizacdo vaginal, a qual
permite uma relativa permeabilidade de substancias (Machado, 2012). Ainda vale
salientar, que o favorecimento na absorcéo de Ca?* pela via intravaginal aumenta a
disponibilidade sanguinea pelo fato de ndo haver passagem pelo riamen, né&o
havendo assim degradacéo pela flora ruminal e/ou inativacao parcia. Desta forma, o
fornecimento de Ca*" através de dispositivos intravaginais pode ser uma alternativa
(ferramenta) viavel para facilitar o manejo preventivo de hipocalcemia em
ruminantes.

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos DCaMg, OCaMg e OC,
comprovando que a via intravaginal tem eficiéncia similar a via oral (VO) disponivel
comercialmente, visto que o formiato de célcio por VO ja foi comprovado ter
biodisponibilidade consideravel em humanos (Hanzlik et al.,2005). Em mulheres, os
mesmos autores administraram formiato de calcio por VO e observaram aumento do
calcio sérico em 9% aos 30 minutos, 15% aos 60 minutos e 60% aos 270 minutos
apos a administracdo, quando comparado com o carbonato e citrato de calcio
demonstrando que como fonte de célcio, o formiato apresenta uma eficacia
significativa no aumento gradativo dos niveis calcémicos. De forma semelhante,
nosso trabalho revelou que os animais que receberam dispositivo intravaginal com
formiato de célcio e cloreto de magnésio manteve por mais tempo os niveis de calcio
total e de calcio ionizado, quando comparado aos demais grupos, sendo assim,
considerando um animal que esta passando por um momento desafiador da
metabolizacdo do calcio, a forma intravaginal pode ter potencial maior de utilizag&o.

Oetzel (2013) relatou em seu estudo que o tratamento oral é eficaz dentro de
30 minutos, persistindo por até 4-6 horas (hs), o que concorda com noOSso0S
resultados quando as administragcdes foram feitas por via oral e intravaginal,
permitindo que esta Ultima possa figurar entre as possiveis alternativas de
administracdo de sais de calcio para prevencao/tratamento de hipocalcemia (Figura
1 e 2). Além disso, deve-se considerar algumas inconsisténcias que existem sobre a
investigacdo da administracdo oral, onde ha resultados com aumento dos niveis
séricos de calcio (Blanc et al., 2014) enquanto outros que ndo encontraram a mesma

tendéncia até 9h apds o parto (Melendez, 2002). Nossos resultados demonstram
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que o DCaMg manteve os niveis séricos de célcio até as 6 hs acima dos niveis do
OCaMg, contudo os dois grupos tiveram os niveis dentro dos padrdes fisiol6gicos
considerados normocalcémicos para concentracdes de Cai (acima de 4,25 md/dL) o
gue demonstra boa disponibilidade do formiato de célcio quando administrado por
via intravaginal (Radostits et al. 2002).

As concentracdes séricas de Mg maiores no grupo DCaMg do que no DC
demonstram que ao passo que o dispositivo intravaginal é benéfico para
disponibilidade de calcio, também tem boa disponibilidade para o magnésio. N&o
houve diferenca significativa entre os grupos DCaMg e OCaMg, sendo assim, o
dispositivo intravaginal um bom método de absorcdo de Mg, bem como foi
comprovado para o Ca?*. Considerando a importancia do papel do Mg na prevencao
da hipocalcemia, pela questdo da diminuicdo do Mg no organismo agravar ainda
mais o quadro da doenca, pelo fato de ser um cofator de ligacdo do PTH ao receptor
(Goff, 2008)

Os resultados da Tabela 3, revelam que ndo houve efeito da utilizacdo dos
dispositivos bem como das solu¢cBes orais sobre o0s niveis séricos de PPT, AST,
GGT, Albumina, Ureia e pH sanguineo. Os niveis de PPT, AST, GGT, albumina e
ureia estiveram dentro do fisioldgico (Radostits et al. 2002), animais sadios
apresentam intervalos de 260 a 350 Ul para AST e até 70 Ul para GGT (Blood &
Radostits, 1989), albumina e ureia para ovinos sdo, respectivamente, de 2,6 a 4,2
g/dL e 17 a 45 mg/dL (Gonzalez et al., 2006), . Para todos os grupos demonstrou-se
0 ndo comprometimento hepético e renal dos animais, evidenciando que as duas
formas farmacéuticas sdo seguras para serem utilizadas na prevencao/terapia da
hipocalcemia. Scott (2000), observou inflamagéo e necrose do abomaso em vacas
de diferentes lactacfes abatidas 6 hs antes do ultimo tratamento com formiato oral,
sendo que neste trabalho foi utilizado um protocolo de 4 administracdes de uma
solugdo comercial oral, com intervalos de 12 hs entre cada dose. A partir disso, o
uso do formiato de calcio pela via intravaginal pode ser um método de administracéo
de fontes de célcio mais seguro que por via oral, visto que essa via pode evitar
lesbes de rimen e abomaso ao passo que a substancia ativa ndo entra em contato
com estes 6rgaos.

Pela via oral, Oetzel (2013) sugere a utilizagdo de um protocolo de
administracé@o constituido de 4 doses em intervalos de 12 hs, sendo a primeira dose

aproximadamente 12 hs antes do parto. Este protocolo, apresenta dificuldades de
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manejo para ser colocado em pratica. Primeiramente, a dificil previsdo do momento
certo do parto, para a administracdo da primeira dose (12 hs pré-parto) e, em
segundo lugar a dificil administracdo da dose correta por VO oral em vacas, devido a
necessidade de contencdo dos animais e dos cuidados para ndo ocorrer falsa via.
Diante disso, o dispositivo intravaginal, torna-se um método facil de aplicacdo e
utilizando-o logo apés o parto, coma fonte de célcio sendo o formiato, tem boa
disponibilidade sanguinea e rapida absorcdo. ao ponto que mantém os niveis de
acima dos valores prejudiciais ao animal até 6 hs.

As vantagens do dispositivo intravaginal contendo fontes de célcio e de
magnésio, assim como sao benéficas para ovinos, também estende-se para
bovinos, especialmente vacas leiteiras. Em nosso estudo usamos pequenos
ruminantes como modelo experimental a fim de termos maior controle sobre o
manejo durante os dias do experimento. Contudo, esta alternativa farmacéutica pode
ser muito bem extrapolada para vacas leiteiras.

A administracdo de alguns métodos tém sido estudadas com o intuito de
prevenir a hipocalcemia, porém cada método j& em estudo possui seus efeitos
deletérios ou até mesmo dificuldades para a pratica dos manejos. Com isto, o0
dispositivo intravaginal a base de formiato de calcio e cloreto de magnésio torna-se
uma alternativa potencial para garantir uma disponibilidade consideravel de célcio e
servir de maneira eficiente para a prevencéo e/ou tratamento de hipocalcemia em
ruminantes.

Diante desta diversidade de sais de calcio disponiveis para administracdo
em ruminantes, o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para uso
veterinario, bem como a busca de diferentes vias de administracdo possuem papel
importante em pesquisas de métodos de prevencédo e tratamento da hipocalcemia,
principalmente porque o0s ruminantes apresentam uma barreira de absor¢do de
farmacos particular, o ambiente ruminal, demandando terapias mais longas ou até
mesmo formas farmacéuticas que suportem a passagem pelo raimen, sem sofrerem
qualquer alteracdo ou degradacéo. Isso posto, dispositivos de liberagcdo modificada
com revestimentos que resistam ao ambiente ruminal, ou formas farmacéuticas
aplicadas a outras vias de administracdo em ruminantes, sdo alternativas que tem
sido estudas para tentar contornar estes entraves garantindo a eficiéncias dos
métodos de prevencdo e a eficacia das terapias.
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A via intravaginal € uma via potencial para a administracdo de farmacos,
podendo ser usada ndo somente para efeito local, mas também sistémico, pois sua
superficie apresenta elevada vascularizagdo sanguinea, nao sofre efeito de
passagem ruminal e tem significativa permeabilidade a alguns farmacos. Além disso,
a microflora normal produz acido lactico suficiente para manter o pH de 3,5-4,5
(Machado, 2012), o qual pode facilitar o processo de absorcdo. Por isso, esta via
pode ser usada em bovinos e ovinos para a administracdo de algumas substancias
de interesse, como ja é utilizada para a administracdo de horménios.

Conclui-se que a administragdo de fontes de calcio e magnésio por via
intravaginal € tdo benéfica sobre a disponibilidade sanguinea quanto a
administracdo por via oral, principalmente quando o calcio é proveniente de uma

fonte de alta disponibilidade, como o formiato.
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Tabelas:

Tabela 2- Valores médios * erro-padrédo de Cat, Cai e Mg.

46

Grupos
DCaMg DC OCaMg oC Valores de p
CaT 9,91+0,38 a 8,33+0,38 b 9,40+0,39 ab 9,37+0,43 ab P=0.060665
Cai 6,05+0,23 a 5,04+0,23 b 5,43+0,23 ab 5,23+0,26 ab P=0.040278
Mg 2,56+0,14a 1,69+0,14b 2,31+0,14a 2,11+0,16ab P=0.003626

1= letras iguais em uma mesma linha significam que nao houve diferenca estatistica. Letras

diferentes significam que ocorreu diferenca significativa ao nivel de 5%.

Tabela 3 — Médias * erro-padrdo de parametros metabdlitos de ovelhas da raga Corriedale

submetidas a administracdo de diferentes formas farmacéuticas de fontes de célcio e magnésio

durante experimento

Grupo Dispostivo Grupo Oral
Metabolitos DCaMg DC OCaMg ocC Valores de p
PPT (mg/dL) 7,04+0,27 7,01+0,27 7,07+0,28 7,34+0,30 P=0.855117
Albumina (mg/dL) 2,29+0,10 2,35+0,10 2,60+0,10 2,42+0,11 P=0.201066
Ureia(mg/dL) 34,91+3,2 39,35+3,29 34,33+3,38 34,35+3,65 P=0.669488
AST(mg/dL) 157,5+13,26 183,93£13,26 173,50+13,62 170,73+14,71 P=0.579331
GGT(mg/dL) 52,88 £3,71 51,11 £3,71 45,66 £3,81 41,68+ 4,11 P=0.197762
pH urinério 7,970,079 7,86+0,08 8,15+0,078 8,18+0,096 P=0.339978

PPT= Proteinas plasméticas
AST= aspartato aminotranferase
GGT= gamaglutamiltranspeptidase
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Figura 1. ConcentragBes séricas de célcio total de ovelhas da raca Corriedale submetidas a

administragdo de diferentes formas farmacéuticas
experimento
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Figura 2. ConcentracBes séricas de célcio ionizado de ovelhas da raca Corriedale submetidas a

administracdo de diferentes formas farmacéuticas
experimento

* P<0,05, pelo teste de Tuckey
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6. Conclusao Geral:

O dispositivo intravaginal contendo fontes de calcio e de magnésio, possui
boa disponibilidade para ovinos, podendo usar estes resultados para extrapolar para
vacas leiteiras, tornando-se uma alternativa potencial para garantir uma
biodisponibilidade consideravel de caélcio, servindo de maneira eficiente e segura

para a prevencao e/ou tratamento de hipocalcemia em ruminantes
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