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HIPOCALCEMIA: INTER-RELACAO COM AS ESPECIES REATIVAS DO
OXIGENIO (ERO) E SUA INTERFERENCIA NO PERFIL METABOLICO E
NA SAUDE DE VACAS GIROLANDO

Silva, Carlos Magno Bezerra de Azevedo Silva. Hipocalcemia: inter-relagdo com as
espécies reativas do oxigénio (ero) e sua interferéncia no perfil metabolico e na saude de
vacas Girolando. 2021. 59f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal). Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA),
Mossoro-RN, Brasil, 2021.

RESUMO: Objetivou-se avaliar as concentracdes de calcio, sua inter-relagdo com o
estresse oxidativo e as alteracdes sobre o metabolismo, parametros clinicos e a
composi¢ao do leite durante o periodo de transicdo de vacas leiteiras Girolando. As
coletas de sangue foram realizadas por meio de pung¢do da veia coccigea, distribuidas em
trés momentos: 21 dias anteriores a previsao de parto (M1), 0-12 horas apos o parto (M2)
e sete dias apos o parto (M3). As vacas foram divididas em dois grupos: Tl1,
normocalcémico (n=8); e T2, hipocalcémico (n=7). O célcio total (tCa) foi determinado
no soro, sendo o Ca ionizado (iCa) obtido através de calculos. Determinou-se o estresse
oxidativo a partir da capacidade antioxidante total (CAT), da capacidade oxidante total
(COT) e da peroxidacao lipidica. O balango energético foi estabelecido através do beta-
hidroxibutirato (BHB) e da glicose; o metabolismo proteico foi determinado através da
proteina total e da albumina (sangue), além da ureia (leite); o status metabdlico mineral,
resultou das avaliacdes do Ca, Mg, Na e Cl. A sanidade animal foi determinada através
de exames clinicos, sendo aferidos: temperatura retal (TR), frequéncias cardiacas (FC) e
respiratdrias (FR), exame das mucosas, movimentos ruminais (MR), avaliagdo do escore
de condigdo corporal (ECC) e estado geral de saude (EGS). Amostras de leite foram
coletadas para determinacdo do teor de gordura, proteina, lactose, extrato seco (ES),
extrato seco desengordurado (ESD), ureia, contagem de células somaticas (CCS) e perfil
da lactose (tamanho e potencial zeta). Todos os animais apresentaram redugao das médias
de calcio (tCa e iCa) ao parto, evidenciando efeito de momento (P<0,05). Na avaliagao
do estresse oxidativo, a CAT sofreu influéncia do nivel de calcio, sugerindo uma maior
exigéncia da acdo antioxidante, mesmo efeito verificado no marcador de peroxidagao
lipidica (TBARS), onde uma menor concentracdo sérica de macro mineral, elevou os
niveis do marcador, evidenciando os efeitos do estresse oxidativo, mesmo frente uma
maior a¢do antioxidante. O BHB apresentou alteracdo (T2/M1), sendo estabelecido o
diagnostico de cetose subclinica sem, no entanto, apresentar efeito da calcemia ou do
momento. O Mg apresentou efeito de momento (P<0,05), tendo o parto exercido
influéncia para sua elevacdo. O cloro apresentou efeito da calcemia e de momento,
contudo, assim como Na e K, apresentou médias compativeis com seus valores de
referéncia. A avaliagdo do pH apresentou-se dentro dos limites fisiologicos, sofrendo
efeito de momento (P<0,05), com os animais experimentando médias mais elevadas ao
parto. A FC variou acima dos padroes fisiologicos da espécie na maioria dos momentos,
todavia, em detrimento desta observacao, devido a manuten¢ao dos padroes fisiologicos
dos demais parametros aferidos, estima-se que os animais mantiveram a homeostase.
Quanto as caracteristicas da secrecdo lactea, ndo se verificou efeito da calcemia ou do
momento (P>0,05). Conclui-se que o calcio apresenta efeito sobre o equilibrio das
espécies reativas de oxigénio e os mecanismos de bloqueio (antioxidantes), entretanto, a
hipocalcemia subclinica evidenciada durante o periodo de transicdo ndo apresentou



alteragoOes significativas sobre os marcadores metabolicos avaliados, bem como, sobre
seus parametros clinicos e na composicao do leite de vacas Girolando.

Palavras-chave: bovinocultura leiteira, estresse metabodlico, calcemia, espécies reativas
de oxigénio.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate -calcium concentrations, their
interrelationship with oxidative stress and changes in metabolism, clinical parameters and
milk composition during the transition period in Girolando dairy cows. Blood collections
were performed through puncture of the coccygeal vein, distributed in three moments: 21
days before the expected delivery (M1), 0-12 hours after delivery (M2) and seven days
after delivery (M3). Cows were divided into two groups: T1, normocalcemic (n=8); and
T2, hypocalcemic (n=7). Total calcium (tCa) was determined in serum, and ionized Ca
(1Ca) was obtained through calculations. Oxidative stress was determined from the total
antioxidant capacity (TAC), the total oxidizing capacity (TOC) and the lipid peroxidation.
Energy balance was established through beta-hydroxybutyrate (BHB) and glucose;
protein metabolism was determined through total protein and albumin (blood), in addition
to urea (milk); the mineral metabolic status resulted from the evaluations of Ca, Mg, Na
and Cl. Animal health was determined through clinical examinations, being measured:
rectal temperature (RT), heart (HR) and respiratory rates (RR), mucosal examination,
ruminal contractions (RC), evaluation of the body condition score (BCS) and general
health status (GHS). Milk samples were collected to determine the content of fat, protein,
lactose, dry extract (DE), defatted dry extract (DDE), urea, somatic cell count (SCC) and
lactose profile (size and zeta potential). All animals showed a reduction in calcium means
(tCa and iCa) at parturition, showing a moment effect (P<0.05). In the evaluation of
oxidative stress, TAC was influenced by the level of calcium, suggesting a greater
requirement for the antioxidant action, the same effect seen in the lipid peroxidation
marker (TBARS), where a lower serum macromineral concentration increased the levels
of the marker, evidencing the effects of oxidative stress, even in the face of a greater
antioxidant action. The BHB showed changes (T2/M1), and the diagnosis of subclinical
ketosis was established without, however, showing the effect of calcemia or timing. Mg
had a moment effect (P<0.05), with parturition having an influence on its elevation.
Chlorine had an effect of calcemia and timing, however, as well as Na and K, it had
averages compatible with its reference values. The evaluation of pH was within
physiological limits, suffering the effect of moment (P<0.05), with the animals
experiencing higher means at parturition. The HR varied above the physiological
standards of the species at most times, however, to the detriment of this observation, due
to the maintenance of the physiological standards of the other parameters measured, it is
estimated that the animals maintained homeostasis. As for the characteristics of milk
secretion, there was no effect of calcemia or timing (P>0.05). It is concluded that calcium
has an effect on the balance of reactive oxygen species and blocking mechanisms
(antioxidants), however, the subclinical hypocalcemia evidenced during the transition
period did not show significant changes on the evaluated metabolic markers, as well as
on its clinical parameters and in the milk composition of Girolando cows.

Key words: dairy cattle, metabolic stress, calcemia, reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO

Uma possivel causa para o aumento da prevaléncia de algumas enfermidades durante o
periodo de transi¢do ¢ a diminui¢ao da imunidade no periparto (ALERI et al., 2016). Parte disso,
reflexo da deplecao do Ca intracelular, que tem inicio dias antes do parto, ocorrendo diminui¢ao
do iCa das células mononucleares (KIMURA; REINHARDT; GOFF, 2006). Vacas com
hipocalcemia também possuem declinio de iCa citosdlico em neutrofilos, comprometendo as
suas atividades fagociticas e oxidativas (MARTINEZ et al., 2014).

A maioria do Célcio do organismo animal (99%) estd presente justamente na matriz
inorganica do osso, como hidroxiapatita, sendo a maior parte do Ca remanescente (0,9%)
sequestrado pela membrana plasmatica e reticulo endoplasmatico celular, assim, o fluido
extracelular equivale a 0,1% da massa de Ca do corpo, com uma concentracao total de Ca de,
aproximadamente, 2,5 mM, destes, aproximadamente 50% (1,2 mM), estardo na forma ionizada
(Ca?"), que é a forma biologicamente ativa de Ca (ROSOL et al., 1995).

Niveis séricos totais de Ca <2,0 mmol/L, caracterizam hipocalcemia subclinica,
enquanto concentragdes séricas totais de Ca <1,4 mmol/L determinam o surgimento do quadro
clinico (DEGARIS; LEAN, 2008; GOFF, 2008). No intuito de corrigir tal deficiéncia, o
organismo ativa mecanismos homeostaticos que buscam elevar a disponibilidade de célcio a
partir do intestino e ossos. Inicialmente a homeostase do Ca ¢ controlada pela glandula
paratireoide, que apresenta células sensiveis ao declinio na concentragao do calcio sanguineo e
respondem com a secre¢do do paratorménio, ativando os mecanismos homeostaticos do Ca
(GOFF, 2014), como aumento da reabsor¢ao renal de calcio urinario, da ressor¢ao 6ssea ¢ da
produgdo renal da forma ativa da vitamina D, 1,25(OH)2D3, que aumenta a absor¢ao intestinal
de Ca da dieta (RAMBERG et al., 1984).

A hipocalcemia subclinica apresenta correlagdo com a imunossupressao (KIMURA;
REINHARDT; GOFF, 2006), cetose, deslocamento do abomaso, hipomagnesemia, metrite,
mastite, sindrome da vaca caida, retengcdo de placenta, diminuicdo da motilidade ruminal e
intestinal, redu¢ao do consumo de matéria seca e diminui¢ao da producao (DEGARIS; LEAN,
2008; GOFF, 2008; RODRIGUEZ; ARIS; BACH, 2017), além de consequéncias negativas no
desempenho reprodutivo (CHAPINAL et al., 2012a; MARTINEZ et al., 2014b; CAIXETA et
al., 2017a; MAHEN et al., 2018). Fazendo do célcio um importante marcador da satide da vaca
em transicao (SORDILLO; MAVANGIRA, 2014).
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Concomitantemente, por ocasido do parto (CASTILLO et al., 2005; SORDILLO;
AITKEN, 2009) e inicio de lactacio (CASTILLO et al., 2006) as vacas leiteiras estdo
submetidas a outros distirbios, dentre esses, o estresse oxidativo, elevando ainda mais a
susceptibilidade as doencas nesta fase (ABUELO et al., 2019). Nos tltimos anos sua avaliagao
tem contribuido cada vez mais para o conhecimento dos processos envolvidos em distarbios
metabolicos e doengas infeciosas (CELI, 2011), ou mesmo, os efeitos dos seus tratamentos
(POSSENTT et al., 2018). Apesar de seu potencial deletério, as espécies reativas do oxigénio,
estao envolvidas em fungdes fisiologicas fundamentais as células e ao proprio organismo, como
os mecanismos de defesa celular, tornando invidvel a vida na sua auséncia. Por isso, o equilibrio
entre a sua formagdo e a atividade do sistema antioxidante ¢ fundamental (SILVA;
GONCALVES, 2010).

Se tratando de um pais preponderantemente tropical, ¢ necessario considerar o papel dos
fatores ambientais nas avaliagdes e monitoramentos (BERNABUCCI et al., 2010). Outro
aspecto que precisa ser considerado ¢ o perfil genético do rebanho. Na produgdo de leite
brasileira predominam vacas mesticas de Holandé€s x Zebu, aproveitam-se dos beneficios da
heterose ou vigor de hibrido (MIRANDA; FREITAS, 2009).

Recomenda-se assim, o acompanhamento do metabolismo animal, dos desequilibrios
metabolicos e do balango entre oxidantes e antioxidantes (AMIN et al., 2021). A limitag¢do do
conhecimento cientifico acerca dos distirbios ou comorbidades inseridos no periodo de
transi¢do frente ao perfil genético preponderante no pais, justifica o desenvolvimento do

presente trabalho.
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2. HIPOTESES

Ho - A hipocalcemia subclinica possui relacao de causa ou efeito com o desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes, bem como, com os desequilibrios metabolicos, interferindo
negativamente na producao e na saude de vacas da raga Girolando.

H: - A hipocalcemia subclinica ndo possui relagdo de causa ou efeito com o
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, bem como, com os desequilibrios metabolicos,

nao apresentando interferéncia na producao ou na saude de vacas da raga Girolando.

3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar as concentragdes de célcio, sua inter-relacdo com o estresse oxidativo e as
alteragcdes sobre o metabolismo, pardmetros clinicos e a composicao do leite durante o

periodo de transi¢ao de vacas leiteiras Girolando.

3.2. ESPECIFICOS
a) Avaliar a relagdo de causa ou consequéncia entre a hipocalcemia subclinica e o estresse
oxidativo;

b) Avaliar a relacdo entre a hipocalcemia subclinica e o status fisioldgico dos principais

macro minerais;

c¢) Avaliar a relagdo entre a hipocalcemia subclinica e o metabolismo energético e proteico;
c¢) Avaliar a interferéncia do quadro de hipocalcemia subclinica sobre a producgao leiteira;
d) Avaliar a interferéncia do quadro de hipocalcemia subclinica sobre a sanidade animal,

e) Avaliar a interferéncia do quadro de hipocalcemia subclinica nas caracteristicas

qualitativas e quantitativas do leite.
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CAPITULO 1

INTER-RELACAO ENTRE A HIPOCALCEMIA SUBCLINICA E O ESTRESSE
OXIDATIVO DURANTE O PERIODO DE TRANSICAO EM VACAS LEITEIRAS DA

RACA GIROLANDO

Periodico: Ciéncia Rural
Submetido em:

Conceito: A4 (Qualis 2017-2018)
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Inter-relacdo entre a hipocalcemia subclinica e o estresse oxidativo durante o periodo de
transicao em vacas leiteiras da raca Girolando
Interrelationship between subclinical hypocalcemia and oxidative stress during the

transition period in Girolando dairy cows

RESUMO

Objetivou-se avaliar as concentragdes de célcio e sua inter-relacdo com o estresse oxidativo
durante o periodo de transi¢do de vacas leiteiras Girolando. A partir do universo de 40 matrizes,
monitoradas pelo periodo total de 51 dias, sendo, 30 anteriores e 21 dias posteriores ao parto,
foram selecionadas 15 matrizes, considerando a idade (entre quatro e sete anos), nimero de
partos (entre dois e quatro partos) e grupos sanguineos (1/2, 3/4 e 5/8 Holandesa). As coletas
de sangue foram realizadas por meio de pun¢do da veia coccigea, distribuidas em trés
momentos: 21 dias anteriores ao parto (M1), 0-12 horas apos o parto (M2) e sete dias apos o
parto (M3). As vacas foram divididas em dois grupos: T1, normocalcémico (n=8); T2,
hipocalcémico (n=7). O célcio total (Ca) foi determinado no soro, sendo o Ca ionizado
calculado a partir desse resultado, considerando ainda os teores de albumina e da proteina total.
O estresse oxidativo foi determinado pela mensuracao da capacidade antioxidante total (CAT),
da capacidade oxidante total (COT) e da peroxidacao lipidica. A calcemia sofreu efeito
(P<0,05) de momento, tanto para tCa, quanto iCa, tendo T2/M2, apresentado as menores
médias. Os resultados demonstraram variagcdes das concentracoes de Mg, sob efeito do
momento (P<0,05), mesmo perfil apresentado pelo pH, tendo T1/MI1, registrado as menores
meédias. Quanto aos marcadores do balang¢o oxidativo, a atividade antioxidante CAT-CUPRAC
e a peroxidacdo lipidica, aferida através da TBARS, apresentaram efeito da calcemia (P<0,05),
com caracteristicas semelhantes. Entretanto, os parametros de desempenho avaliados nado

apresentaram efeito entre os tratamentos. Em conclusao, o célcio apresenta interferéncia sobre
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o equilibrio das espécies reativas de oxigénio, possuindo efeito sobre os mecanismos de
bloqueio (antioxidantes), culminando na intensificagao da peroxidagao lipidica.
Palavras-chave: bovinocultura leiteira, estresse metabodlico, calcemia, espécies reativas de

oxigénio

ABSTRACT

The objective was to evaluate calcium concentrations and their interrelation with oxidative
stress during the transition period of Girolando dairy cows. From the universe of 40 cows,
monitored for a total period of 51 days, being 30 before and 21 days after birth, 15 cows were
selected, considering age (between four and seven years), number of births (between two and
four deliveries) and blood groups (1/2, 3/4 and 5/8 Holstein). Blood collections were performed
by puncture of the coccygeal vein, distributed in three moments: 21 days before delivery (M1),
0-12 hours after delivery (M2) and seven days after delivery (M3). Cows were divided into two
groups: T1, normocalcemic (n=8); T2, hypocalcemic (n=7). Total calcium (Ca) was determined
in serum, and ionized Ca was calculated from this result, also considering the levels of albumin
and total protein. Oxidative stress was determined by measuring total antioxidant capacity
(CAT), total oxidizing capacity (TOC) and lipid peroxidation. Calcemia was affected (P<0.05)
of the moment, both for tCa and iCa, with T2/M2 showing the lowest averages. The results
showed variations in Mg concentrations, under the effect of the moment (P<0.05), the same
profile presented by the pH, with T1/M1 recording the lowest averages. As for the oxidative
balance markers, the antioxidant activity CAT-CUPRAC showed the effect of calcemia
(P<0.05), the lipid peroxidation, measured by TBARS, showed a similar characteristic,
influenced by calcemia. However, the performance parameters evaluated showed no effect

between treatments. In conclusion, calcium interferes with the balance of reactive oxygen
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species, having an effect on blocking mechanisms (antioxidants), culminating in the
intensification of lipid peroxidation.

Key words: dairy cattle, metabolic stress, calcemia, reactive oxygen species

INTRODUCAO

O aumento do grau de especializagdo para a produgdo leiteira ndo foi acompanhado de
um maior aporte na capacidade de ingestdo de alimentos pelos bovinos (KOZLOSKI, 2016),
pelo contrario, no ter¢o final da gestagdo, o consumo diminui, além disso, o parto e a
lactogénese possuem efeitos dramaticos sobre o metabolismo (GRUMMER, 1995). Como
resultado, quase todas as vacas experimentardo algum grau de hipocalcemia por ocasido do
parto (CAl et al., 2018) e inicio da lactagdo (GOFF, 2006).

A persisténcia deste quadro ndo ¢ simplesmente o resultado do déficit de calcio criado
entre o suprimento dietético e as demandas provenientes da lactacdo, mas sim, consequéncia de
uma ma adaptacdo ao periodo de transi¢do (MARTIN-TERESO; MARTENS, 2014). Esta
necessaria adaptagao fisioldgica objetiva fornecer ao animal risco minimo do estabelecimento
dos disturbios energéticos, da fun¢do ruminal e dos distarbios do metabolismo (DEGARIS;
LEAN, 2008), como o estresse oxidativo, intensificando os reflexos sobre a eficiéncia do
sistema imunolégico (SORDILLO; RAPHAEL, 2013).

Um desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio e a defesa
antioxidante leva ao estado de estresse oxidativo (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006) podendo
ser afetado tanto pelo equilibrio dcido-base, quanto pela homeostase do Ca (RAJAEERAD et
al., 2021), o que motiva a hipdtese de que as concentracdes reduzidas de calcio podem interferir
no equilibrio das espécies reativas de oxigénio. Portanto, objetivou-se avaliar o comportamento
das concentracdes de calcio e a sua inter-relagdo com o estresse oxidativo durante o periodo de

transicao de vacas leiteiras Girolando.
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MATERIAL E METODOS
Localizagdo e manejo dos animais

O experimento foi conduzido no municipio de Coronel Pacheco- MG, apresentando
latitude 21°33°26.9” e longitude 43°15°26.7”, em altitude de 427 metros, com precipitacao
média anual de 1.600 mm, temperatura de e umidade relativa médias de 22,5 °C e 77%,
respectivamente.

A partir do universo de 40 matrizes da raca Girolando, monitoradas pelo periodo total
de 51 dias, sendo, 30 anteriores e 21 dias posteriores ao parto, foram selecionadas 15 matrizes
para composicdo dos grupos experimentais, considerando a idade (entre quatro e sete anos),
nimero de partos (entre dois e quatro partos) e grupos sanguineos (1/2, 3/4 e 5/8 Holandesa).
Durante o pré-parto os animais permaneceram em piquetes maternidade, compostos por
Brachiaria decumbens, sendo adaptados ao manejo e a dieta que receberiam no pos parto, onde
passaram a ser manejadas em galpdes do tipo free-stall, recebendo dieta total, composta por
silagem de milho e ragcdo concentrada, na propor¢do de 1 Kg de racdo para cada 3 kg de leite

produzido.

Coleta de amostras

As coletas de sangue foram realizadas por meio de pun¢ao da veia coccigea, entre a 5°
e 6° vértebra, utilizando-se tubos de coleta a vacuo contendo ou ndo anticoagulante para
obtencdo de sangue total e soro, respectivamente. Os tubos destinados a avaliagdo do balango
entre oxidantes e antioxidantes, eram protegidos da luz. As coletas foram distribuidas em trés
tempos: 21 dias anteriores a previsao de parto (M1), 0-12 horas apods o parto (M2) e sete dias

apos o parto (M3).
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Desenho experimental

Para determinar a relacdo entre a concentragdo sérica de célcio e o estresse oxidativo,
as vacas foram divididas em dois grupos, com base nas concentragdes médias de cdlcio sérico
no momento do parto (M2), sendo: T1, normocalcémico (tCa entre 8,5 ¢ 10 mg/dL e iCa
>4mg/dL; n = 8); e T2, hipocalcémico (tCa entre 5,5 e 8,0 mg/dL e iCa <4mg/dL n = 7). A
calcemia foi estabelecida de acordo com as recomendacdes de GOFF (2008) ¢ NEVES et al.
(2017), para tCa e iCa, respectivamente. O trabalho foi aprovado pelo comité de ética e

experimentacdo animal local.

Niveis de calcio

No soro foram determinados o célcio total (Ca). Os tubos foram centrifugados por 3.600
rpm durante 10 min e o soro removido para determinar a concentragdo de Ca total por
colorimetria, usando um Kit bioquimico LabTest para célcio (LabTest Diagnostica S.A., Lagoa
Santa, Minas Gerais). Albumina e a proteina total foram determinadas nas mesmas amostras de
soro, também por colorimetria, usando LabTest Albumina e LabTest Total Kits bioquimicos de
proteinas, respectivamente (LabTest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais). As analises
foram realizadas usando um sistema bioquimico semiautomatico analisador, modelo BIO-2000
IL (Bioplus, Produtos para Laboratorios Ltda, Barueri, Sdo Paulo). O Ca ionizado foi calculado

de acordo com Silva et al. (2019), a partir da seguinte formula:

iCa (mg/dL) = 6 x Ca - [Albumina mg/dL + (0,19 x Proteinas totais mg/dL) / 3]

Albumina mg/dL + (0,19 x Proteinas totais mg/dL) + 6

Marcadores do estresse oxidativo
A avaliagao dos marcadores de estresse oxidativo foi realizada através do soro. Todos

os procedimentos ocorreram na auséncia de luz e as amostras permaneceram armazenadas a -
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20°C até serem processadas. O estresse oxidativo foi determinado pela mensuracdo da
capacidade antioxidante total (CAT), da Capacidade oxidante total (COT) e da peroxidacao
lipidica. A CAT foi determinada em bioquimico automatizado (BS-230, Shenzhen Mindray
Bio-Medical Eletronics Co., Nanshan, China), por meio de trés metodologias: a primeira, CAT-
ATBS, pela inibi¢do do cation ABTS (2,2'-azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid),
conforme descrito por EREL (2004); a segunda, CAT-CUPRAC, pela capacidade antioxidante
cuprica redutora; e a terceira, CAT-FRAP, pela capacidade de reducdo férrica do plasma,
descrita por BENZIE; STRAINT (1996). A COT foi determinada em bioquimico automatizado,
pelo método colorimétrico do xilenol laranja (EREL, 2005). A peroxidagdo lipidica,
determinada pela determinagdo das substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
seguindo a metodologia de HUNTER et al. (1985), e dos antioxidantes acido urico e albumina,
em leitor de microplacas automatizado (Readwell Touch, Robonik PVT LTD, Thane, India),
sendo os resultados obtidos apds comparagdo das amostras a uma curva-padrdo com
concentragdes variando de 0 a 100 umol de malondialdeido/L. Todos os reagentes foram

provenientes da Sigma-Aldrich Chemical Co (San Luis, EUA).

Parametros de desempenho

Para avaliacao do desempenho foram mensurados a producao leiteira (PL) até o0 21° dia,
o total de dias em lactacao (DEL) e o periodo entre o parto e o primeiro cio posterior (periodo
de servico, PS). Os animais foram ordenhados mecanicamente, duas vezes ao dia, € o volume
de leite produzido mensurado através de medidor de leite apropriado (DeLaval) entre o sétimo
e o 21° dia de lactacdo. As observacdes e anotacdes de cio foram realizadas pelo pessoal da

fazenda. Os animais seguiram sob monitoramento até a secagem.

Modelo estatistico
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O modelo adotado foi Y _ijk= p+ C_i+M+(C*M) ij+cov(OP)+ e eijkl, em que: Y é a
observagdo; p ¢ uma constante; C i sdo efeitos fixos de Calcemia; M ¢ o efeito fixo de
momento; C*M ¢ a interacdo calcemia e momento, OP ¢ a covaridvel ordem de parto e e ¢ o
erro aleatorio. Antes das andlises foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
e de Kolmogorov para verificar a homocedasticidade. Considerou-se significancia de 5%. As
médias foram avaliadas pelo teste Tukey a 5% de significancia. As variaveis proteina total,
CAT- ATBS + HRP, ndo apresentaram normalidade, sendo adotado o modelo Y ijk= p+
C_i+M+cov(OP)+ e eijkl, em que: Y ¢ a observagdo; | € uma constante; C i sdo efeitos fixos
de Calcemia ; M ¢ o efeito fixo de momento, OP ¢ a covaridvel ordem de parto e e € o erro
aleatorio, comparadas pelo teste ndo- paramétrico de Kruskal Wallis a 5 % de significancia.
Para as varidveis de desempenho pos-parto o modelo adotado foi Y _ijk= u+ C_i+cov(OP)+
e _eijkl, em que: Y € a observacdo; pu ¢ uma constante; C i sdo efeitos fixos de calcemia, OP ¢
a covariavel ordem de parto e e ¢ o erro aleatdrio. Os modelos foram ajustados sendo
considerado 5% de significancia. As médias foram avaliadas pelo teste Tukey a 5% de

significancia. Todas as analises foram realizadas no software R.

RESULTADOS

As concentragdes de tCa, iCa, Mg, PT, Albumina e o pH sanguineo estao apresentados
na Tabela 1. A calcemia sofreu efeito (P<0,05) do momento da coleta, tanto para tCa, quanto
iCa, tendo M2, apresentado as menores médias, em ambos os tratamentos. Os resultados
demonstraram que as variagdes das concentragdes de Mg, embora nao tenham apresentado
efeito da calcemia, sofreram efeito do momento (P<0,05). Mesmo perfil apresentado pelo pH,
tendo T1/M1, registrado as menores médias, ¢ T1/M2 as médias mais elevadas, como

demonstrado na Figura 1, onde as variagdes do pH sdo comparadas as variagdes da calcemia.
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No caso das PT e da albumina, além de ndo sofrerem efeito da calcemia, também nao foi
verificado interferéncia do momento de coleta, com exce¢do do T2/M1 nas PT.

A avaliacdo do estresse oxidativo € exposto na Tabela 2. Quanto aos marcadores da
atividade antioxidante FRAP, ATBS + HRP, ATBS ¢ o Acido Urico ndo apresentaram efeito
(P>0,05), tanto da calcemia, quanto do momento. J4 o marcador CAT-CUPRAC, apresentou
efeito (P<0,05), sofrendo influéncia da calcemia. A COT nao evidenciou efeito da calcemia,
tampouco do momento da coleta. Todavia, a peroxidagao lipidica, aferida através da TBARS,
apresentou caracteristica semelhante a CAT-CUPRAC, sob influéncia da calcemia.

Os parametros de desempenho avaliados ndo apresentaram efeito (P>0,05) entre os

tratamentos, cujas médias e desvios padrdes sdo apresentados na Tabela 3.

DISCUSSAO

A hipocalcemia subclinica ¢é caracterizada por niveis séricos de calcio entre 1,38 ¢ 2,0
mmol/L (GOFF, 2008). Desde a primeira coleta (M1), ainda que flutuando em uma faixa de
normocalcemia, foi verificado efeito (P<0,05) da calcemia entre os tratamentos, o que se
intensificou-se ao parto (M2), momento de escolha para formacdo dos tratamentos,
comprovando a incapacidade da manutengdo da normocalcemia no T2. NEVES et al. (2017)
estabeleceram como fator preditor de risco para a hipocalcemia subclinica, niveis de 2,4
mmol/L (9,62 mg/dL) uma semana antes do parto. Vislumbrasse a possibilidade do
estabelecimento de um ponto de corte que possa predizer os riscos de uma vaca apresentar
hipocalcemia subclinica no inicio do periodo de transi¢do, possibilitando maior tempo habil
para ado¢do de medidas corretivas.

Todos os animais, independente do tratamento, apresentaram redug¢dao das médias de
calcio, tanto do tCa, quanto do iCa, situagdo que perdurou at¢ M3, no entanto, ja evidenciado

nesse momento, aumento nos niveis fisiologicos de iCa (>4,0 mg/dL), inclusive no T2.
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Colaborando com o entendimento de BALLANTINE; HERBEIN (1991) cujas mudangas na
porcentagem de iCa indicam a contribui¢do da reabsor¢ao dssea em relagdo ao Ca dietético no
intuito de suprir a exigéncia de Ca para a lactacao.

Embora o paratormonio seja a principal resposta metabolica frente niveis reduzidos de
calcio, iniciando assim uma cascata de mecanismos homeostaticos para elevacdo do Ca
sanguineo (GOFF; LIESEGANG; HORST, 2014), a ativagdo e atuacao de algumas das enzimas
que regulam estas acdes sao Mg-dependentes, como por exemplo, a CaATPase, que bombeia o
calcio das células intestinais para a circulagio (GONZALEZ; CORREA; SILVA, 2014). O que
evidencia a importancia do Mg para manuten¢do da homeostasia no periodo de transicdo. Em
nosso estudo, suas médias variaram dentro da faixa fisioldgica, situada entre 1,9 e 2,4 mg/dL
(GOFF, 2014). Chama aten¢ao que em ambos os tratamentos, as médias apresentaram elevagao
no momento do parto (M2), indicando efeito inverso ao Ca. VENJAKOB et al. (2017)
verificaram uma possivel associacdo negativa entre as concentracdes de célcio e magnésio. A
queda da concentracdo plasmatica de Ca, concomitante a um aumento nas concentracdes
plasmaticas de Mg, também foi verificada por KRONQVIST (2011), que propuseram uma
relacdo antagbnica na capacidade absortiva do organismo, entre os dois minerais.
Provavelmente, decorrente do fato do transportador sanguineo ser o mesmo para o Ca e o Mg,
sendo desconhecido, até o momento, um sistema de controle endocrino, como ocorre entre o
calcio e o fosforo (GONZALEZ; SILVA, 2017). No geral, os riscos de desequilibrio de Mg sdo
maiores em vacas com concentracdes mais elevadas de Ca, associadas a menores concentragoes
do préprio Mg ainda no pré-parto (CALDERON-AMOR et al., 2021).

No que se refere ao pH, o T1 apresentou médias superiores ao valor de referéncia em
M2, sem, no entanto, ter interferido negativamente na manutencao da calcemia do respectivo
tratamento. Embora cientes que o pH ¢ um fator determinante para a eficiéncia do organismo

na manuten¢do da normocalcemia (GOFF, 2008), ¢ também de nosso conhecimento que
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trabalhos que visavam a alteragdo do pH sanguineo para verificagdo de seus efeitos sobre a
calcemia, se depararam com a variacdo de pH e célcio apenas restrita ao tempo, demonstrando
a complexidade dos mecanismos de homeostasia envolvendo as duas variaveis, cuja eficiéncia,
no que se refere ao pH, passa pela compensagdo respiratdria do equilibrio acido-basico
(GREGHI et al., 2014) e pela acdo dos rins através da compensacao urindria para manutengao
do pH do sistémico (OETZEL, 2013), sendo estas, possiveis explicagdes do porqué da leve
alcalose ndo ter interferido significativamente na eficiéncia da manuten¢do da normocalcemia
no T1.

As proteinas totais e a albumina tiveram suas médias oscilado dentro das margens
fisiologicas, 6,7 — 7,75 g/dL (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997) e 2,1 — 3,6 g/dL
(RADOSTITS et al., 2007), respectivamente, na quase totalidade do periodo experimental. A
excecao foi verificada em T2/M1 que apresentou média de 6,69 g/dL, imediatamente abaixo do
limite inferior.

O efeito da calcemia sobre a CAT-CUPRAC, evidenciou que frente a uma menor
concentracdo sérica do macro mineral, induziu-se uma maior produgdo de antioxidantes,
sugerindo antagonismo entre seus niveis, ou seja, diante de niveis reduzidos de calcio,
observou-se, maior agdo antioxidante, provavelmente, indicando maior necessidade do
organismo manter o equilibrio oxidativo em T2. O aumento da peroxidagao lipidica pode
representar uma resposta ao aumento do desafio oxidativo, embora esta variagdo proxima ao
parto esteja relatada e sujeita as caracteristicas individuais do trabalho de parto, em si
(CASTILLO et al., 2005). Sabe-se que as espécies reativas de oxigénios podem induzir um
aumento de calcio intracelular (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006), o que influenciaria
negativamente os niveis extracelulares do mineral. Avaliando-se os resultados de nosso estudo,
a média do marcador TBARS em T2/M1 representou mais do que o dobro da média em T1/M1,

sugerindo-se um efeito de causa, que ajudaria a explicar a reducao do céalcio em T2/M1, frente
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ao grupo controle, mesmo com tamanha antecedéncia a data prevista para o parto. E necessério
ainda estudos especificos, com ado¢do de modelos mais rigidos de controle, como na indugao
experimental, para verificar tal teoria.

Os parametros de desempenho avaliados, sugerem que mesmo diante dos desafios
expostos até aqui, os animais conseguiram compensar os desarranjos metabolicos ndo havendo
desarmonia entre os tratamentos (T1 e T2).

CONCLUSAO

O calcio apresenta interferéncia sobre o equilibrio das espécies reativas de oxigénio,

possuindo efeito sobre os mecanismos de bloqueio (antioxidantes), culminando na

intensifica¢cdo da peroxidag¢ao lipidica.
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1 Tabela 1. Concentragdes séricas e desvios padrdes do Calcio total (tCa), Calcio i6nico (iCa),
2 Magnésio total (Mg), Proteina total (PT), Albumina (Alb) e pH durante os momentos pré-parto
3 (Ml1), momento do parto (M2) e pos-parto (M3) de vacas Girolando sob tratamentos
4  normocalcémicos (T1) e hipocalcémicos (T2).
Variaveis
Momentos tCa iCa Mg PT Alb 0
(mg/dl) (mg/ dl) (mg/ dl) (g/ dD) (g/dL) P
T1
M1 8,75aA £0.51 4,78aA +0.31 2,03ab+0.15 691 +1.47 2.98+0.38 7.45b+0.2
M2 8,3abA +£0.44 4,54aA+0.29 223a+024 6,83+1.34 295+045 7.50a+0.2
M3 8,11abA +£0.37 4,46aA+£0.25 2,00b+0.23 7,11+1.17 2.83+0.46 7.48a+04
T2
M1 8,02aB +0.41 4,32aB+0.35 2,22ab+0.15 6,69+ 1.11 3.08+0.53 7.45b+0.3
M2 6,94bB +£0.47 3,71bB+0.17 2,29a+0.33 6,43+£0.64 3.07+0.52 7.49a+0.2
M3 7,68a+049 42aA+0.25 1,92b+0.19 6,32+043 2.99+0.7 7.47a+0.2
5 Letras minasculas diferentes indicam diferengas estatisticas entre os momentos do mesmo
6 tratamento, letras maitsculas diferentes revelam diferengas estatisticas entre os tratamentos.
7
8
9
10
11
12
13

14
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Figura 1. Niveis séricos de calcio total e valores de pH sanguineo entre os tratamentos (T1 e
T2) e seus respectivos tempos (M1, M2 e M3). Para o tCa, a linha representa o limite maximo
da hipocalcemia (8 mg/dL), segundo Goff (2008), onde colunas abaixo da linha representam
hipocalcemia. Para o pH, a linha representa o limite maximo fisiologico recomendado por
Radostits et al. (2008), variando entre 7,35 e¢ 7,50, onde colunas acima da linha sdo indicativas
de alcalose.
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Tabela 2. Avaliagdo da capacidade antioxidante total, do 4cido urico, capacidade oxidante total
e da peroxidagao lipidica de vacas Girolando em condi¢do de normocalcemia ou hipocalcemia
durante o periodo de transi¢do

Capacidade  Peroxidagdo
Capacidade Antioxidante- CAT

Oxidante Lipidica
Momentos FRAP CUPRAC ATBS+HRP ATBS AC.URI COT TBARS
T1
Ml 215,00 391,00a 648,00 587,00 1,15 43,80 8,31a
M2 225,00 405,00a 691,00 596,00 1,19 49,90 9,96a
M3 252,00 413,00a 716,00 665,00 1,41 54,20 7,09a
T2
M1 215,00 451,00b 646,00 562,00 1,22 39,10 16,97b
M2 231,00 462,00b 661,00 604,00 1,24 39,20 10,95b
M3 228,00 440,00b 667,00 565,00 1,17 40,80 13,20b
p-Valor
EPM 6,250 8,136 9,229 13,016 0,036 2,421 1,858
Ca 0,574 0,003 0,116 0,075 0,530 0,070 0,026
Tempo 0,252 0,790 0,098 0,354 0,427 0,542 0,773
Ca x Tempo 0,593 0,625 - 0,187 0,171 0,744 0,551

Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas entre os tempos do mesmo
tratamento.
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Tabela 3. Médias e desvios padroes dos parametros de desempenho avaliados entre os
tratamentos normocalcémicos (T1) e hipocalcémicos (T2).

Tratamentos

T1
T2

Producaio leiteira (PL)*

Médias/ Desvio padrdo
Dias em leite (DEL) Periodo de servi¢o (PS)
180 + 45,09 80,8 + 5,32
181 + 21,19 81,6 + 4,08

* Aferi¢ao da producdo de leite realizada até o 21° dia apds o parto
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CAPITULO 11

HIPOCALCEMIA SUBCLINICA EM VACAS LEITEIRAS GIROLANDO: EFEITO
SOBRE O METABOLISMO, PARAMETROS CLINICOS E COMPOSICAO DO LEITE
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Hipocalcemia subclinica em vacas leiteiras Girolando: efeito sobre o metabolismo,
parametros clinicos e composicio do leite
Subclinical hypocalcemia in Girolando dairy cows: effect on metabolism, clinical

parameters and milk composition

RESUMO

Com o objetivo de avaliar as alteragdes sobre o metabolismo, parametros clinicos e a
composicao do leite sob hipocalcemia subclinica durante o periodo de transi¢do, foram
monitoradas 40 matrizes, pelo periodo total de 51 dias, sendo, 30 anteriores e 21 dias posteriores
ao parto, das quais, selecionou-se 15 matrizes, considerando a idade (entre quatro e sete anos),
numero de partos (entre dois e quatro partos) e grupos sanguineos (1/2, 3/4 e 5/8 Holandesa).
As coletas de sangue foram realizadas por meio de puncdo da veia coccigea, 21 dias anteriores
a previsao de parto (M1), 0-12 horas apos o parto (M2) e sete dias apds o parto (M3). Os niveis
de tCa e iCa, apresentaram efeito da calcemia, justificando a divisdao em dois tratamentos
distintos: T1, normocalcémicas, e, T2, hipocalcémicas. O balango energético foi estabelecido
através da medicdo do beta-hidroxibutirato (BHB) e da glicose; para determinagdo do
metabolismo proteico foram mensuradas, no sangue, a proteina total e a albumina, além da
ureia, no leite; para determinagdo do status metabolico mineral, além do Ca, niveis sanguineos
de Mg, Na e Cl foram avaliados, bem como, o pH. A sanidade animal foi determinada através
de exames clinicos, sendo aferidos: temperatura retal (TR), frequéncias cardiacas (FC) e
respiratorias (FR), exame das mucosas, movimentos ruminais (MR), avaliagdo do escore de
condi¢do corporal (ECC) e estado geral de saude (EGS). Amostras de leite foram coletadas para
determinagdo do teor de gordura, proteina, lactose, extrato seco (ES), extrato seco
desengordurado (ESD), ureia, contagem de células somadticas (CCS) e perfil da lactose
(tamanho e potencial zeta). O BHB em T2/MI, apresentou alteracdo, sendo estabelecido o
diagnéstico de cetose subclinica sem, no entanto, apresentar efeito da calcemia ou do momento
da coleta. Os niveis de tCa e iCa, apresentaram efeito do momento (P<0,05), com as menores
médias de T1 presentes no M3, enquanto no T2, foram observadas no M2. O Mg apresentou
efeito (P<0,05) de momento, tendo o parto (M2) exercido influéncia para sua elevagdo, em
ambos os tratamentos. O cloro apresentou efeito da calcemia e de momento, sendo as médias
em T2 sempre menores que T1, com as menores médias evidenciadas em M3, em ambos,

contudo, assim como Na e¢ K, o Cl apresentou médias compativeis com seus valores de
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referéncia. A avaliagdo do pH apresentou-se dentro dos limites fisioldgicos, sofrendo efeito
(P<0,05) de momento, com os animais experimentando médias mais elevadas ao parto. A FC
variou acima dos padroes fisiologicos da espécie na maioria dos momentos, tanto em T1 quanto
em T2, todavia, em detrimento desta observacao, devido a manuten¢ao dos padrdes fisiologicos
dos demais parametros aferidos, estima-se que os animais mantiveram a homeostase. Quanto
as caracteristicas da secre¢do lactea, ndo se verificou efeito da calcemia ou do tempo (P>0,05),
estando todas as variaveis dentro dos padroes fisioldgicos ou regulamentados, como ¢ o caso
da CCS. Em conclusao, a hipocalcemia subclinica evidenciada durante o periodo de transi¢ao
ndo apresentou alteragdes significativas sobre os marcadores metabolicos avaliados, bem como,
sobre seus parametros clinicos e na composi¢ao do leite de vacas Girolando.

Palavras-chave: bovinocultura leiteira, metabolismo, calcemia, estresse metabolico

ABSTRACT

In order to evaluate changes in metabolism, clinical parameters and milk composition
under subclinical hypocalcemia during the transition period, 40 cows were monitored for a total
period of 51 days, 30 before and 21 days after parturition, of which, 15 cows were selected,
considering age (between four and seven years), number of births (between two and four births)
and blood groups (1/2, 3/4 and 5/8 Holstein). Blood collections were performed by puncture of
the coccygeal vein, 21 days before the expected delivery (M1), 0-12 hours after delivery (M2)
and seven days after delivery (M3). The levels of tCa and iCa showed an effect of calcemia,
justifying the division of two different treatments, T1, normocalcemic, and T2, hypocalcemic.
Energy balance was established by measuring beta-hydroxybutyrate (BHB) and glucose; total
protein and albumin in blood, in addition to urea in milk, were the markers used to determine
protein metabolism; to determine the mineral metabolic status, in addition to Ca, blood levels
of Mg, Na and CI were evaluated, as well as pH. Animal health was determined through clinical
examinations, being measured: rectal temperature (RT), heart rate (HR) and respiratory (RR),
mucosal examination, rumen contractions (RC), evaluation of the body condition score (BCE)
and general health status (GHS). Milk samples were collected to determine the content of fat,
protein, lactose, dry extract (DE), defatted dry extract (DDE), urea, somatic cell count (SCC)
and lactose profile (size and zeta potential). The BHB in T2/M1 showed change, and the
diagnosis of subclinical ketosis was established without, however, showing the effect of

calcemia or the time of collection. The levels of tCa and iCa, suffered effect (P<0.05) of the
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moment, with the smallest means of T1 present in M3, while in T2, were observed in M2. The
Mg had a significant effect (P<0.05) at the moment, with the parturition (M2) exerting an
influence for its elevation, in both treatments. Chlorine had an effect of calcemia and moment,
with the means in T2 always smaller than T1, with the smallest means shown in M3, in both,
however, as well as Na and K, Cl presented means compatible with its reference values. The
evaluation of pH was within physiological limits, suffering an effect (P<0.05) at the moment,
with the animals experiencing higher means at parturition. The HR varied above the
physiological standards of the species at most times, both at T1 and at T2, however, to the
detriment of this observation, due to the maintenance of the physiological standards of the other
parameters measured, it is estimated that the animals maintained homeostasis. As for the
characteristics of milk secretion, there was no effect of calcemia or time (P>0.05), with all
variables being within physiological or regulated standards, as is the case with CCS. In
conclusion, the subclinical hypocalcemia evidenced during the transition period did not show
significant changes on the metabolic markers evaluated, as well as on its clinical parameters
and on the milk composition of Girolando cows.

Key words: dairy cattle, metabolism, calcemia, metabolic stress

INTRODUCAO

O perfis metabdlicos (proteico, energético e mineral) sdo utilizados como procedimento
de monitoramento rotineiro para o diagndstico de eventuais transtornos, deficiéncias
nutricionais e na prevencdo de quadros subclinicos (GONZALEZ; CORREA; SILVA, 2014),
servindo como um sinal de alerta, possibilitam a realizacdo dos diagndsticos pertinentes e as
acoes corretivas (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).

Uma das principais fontes de disturbios do metabolismo energético, o balango
energético negativo (BEN) decorre do aumento da demanda energética nao suprida pela oferta,
oriunda da ingestdo de alimentos, durante o periodo de transicdo. Embora fisiologicamente
normal, o BEN em excesso reflete uma mé adaptacao ao periodo, possuindo efeitos adversos a
saude e a producdo apos o parto (MCART et al., 2013). Vacas com desequilibrio energético no
pré-parto, por exemplo, possuem menores chances de concepgao no primeiro servigo pos-parto
(TILLARD et al., 2007), além de apresentar associagdo com o aumento do risco de

deslocamento do abomaso (LEBLANC; LESLIE; DUFFIELD, 2005).
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Presente no soro em trés fragdes, o célcio, apresenta-se ligado as proteinas (45%) ou a
compostos de baixo peso molecular, como lactato, citrato e bicarbonato (10%); ambos, em
equilibrio com a chamada fracdo ionizada (45%), prontamente disponiveis para fungdes
metabolicas (ROBERTSON; MARSHALL; WALSER, 1979; JORGENSEN et al., 1999). Sua
deficiéncia, quando ndo associada a paresia e ao dectbito, ¢ classificada como subclinica.

A hipocalcemia subclinica apresenta correlacdo com a imunossupressdo (KIMURA;
REINHARDT; GOFF, 2006), cetose, deslocamento do abomaso, hipomagnesemia, metrite,
mastite, sindrome da vaca caida, retengdo de placenta, diminuicdo da motilidade ruminal e
intestinal, redu¢do do consumo de matéria seca e diminui¢do da producao (DEGARIS; LEAN,
2008; GOFF, 2008; CHAPINAL et al., 2012a; RODRIGUEZ; ARIS; BACH, 2017), além de
consequéncias negativas no desempenho reprodutivo (CHAPINAL et al., 2012b; MARTINEZ
et al., 2014b; CAIXETA et al., 2017b; MAHEN et al., 2018).

A limitagcdo de conhecimento sobre a fisiologia, metabolismo e perfil hormonal de
animais mesti¢os (Girolando) dificulta a implantacdo de procedimentos que auxiliem no
entendimento de aspectos clinicos € no diagnodstico dos distirbios do periparto, limitando a
aplicacdo de medidas profilaticas que minimizem problemas na esfera produtiva e reprodutiva
nos rebanhos (ZAMBRANO; MARQUES, 2009). Portanto, este estudo teve por objetivo
avaliar as altera¢des sobre marcadores do metabolismo proteico, energético e mineral de vacas
Girolando (Holandesa x Gir Leiteiro) sob hipocalcemia subclinica durante o periodo de

transicao.

MATERIAL E METODOS

Animais e manejo

Para este estudo foram monitoradas, durante 51 dias (30 dias antes e 21 dias pos-parto),
foram monitoradas 40 matrizes, pelo periodo total de 51 dias, sendo, 30 anteriores e 21 dias
posteriores ao parto, das quais, selecionou-se 15 matrizes, considerando a idade (entre quatro e
sete anos), numero de partos (entre dois e quatro partos) e grupos sanguineos (1/2, 3/4 e 5/8
Holandesa). As matrizes passaram por um periodo de adaptagdao durante o pré-parto, apos o
parto, foram manejadas em galpdes do tipo free-stall, tendo acesso diario a piquetes de
Brachiaria decubens. O trabalho foi aprovado pelo comité de ética e experimentagdo animal

local.
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Coleta de amostras

As coletas de sangue foram realizadas por meio de pungdo da veia coccigea, entre a 5°
e 6 vértebras, utilizando-se tubos de coleta a vacuo contendo ou ndo anticoagulante para
obtengdo de sangue total e soro, resp ectivamente. As coletas foram distribuidas em trés tempos:
21 dias anteriores a previsdo de parto (M1), 0-12 horas apds o parto (M2) e sete dias apos o

parto (M3).

Marcadores metabdlicos

O balango energético foi estabelecido através da medigao do beta-hidroxibutirato (BHB)
e da glicose, a classificacdo dos resultados seguiu os procedimentos de Valldecabres (2018),
onde vacas com concentragdo de BHB no sangue >1,2 mmol/L (LEBLANC; LESLIE;
DUFFIELD, 2005) em pelo menos um dos momentos amostrados (M1, M2 e M3), foram
diagnosticadas com cetose subclinica. J4 a proteina total e a albumina, no sangue, além da ureia,
no leite, foram os marcadores utilizados para determinag¢do do equilibrio proteico. Para
determinagdo do status metabolico mineral, além do Ca, niveis sanguineos de Mg, Na e Cl

foram avaliados. Para avaliar o equilibrio 4cido-base foram avaliados o lactato € o pH.

Realizag¢do das andlises sanguineas

No sangue total foram determinados o beta-hidroxibutirato e a glicose, através de
analisador para uso point of care, novaVet Ketone/Glucose (Nova Biomedical, Co., Waltham,
EUA). Também foram analisados o pH sanguineo, bem como, as determinacdes do Soédio
(Nat), Potéssio (K+), cloro (Cl-), Glicose (Gli) e Lactato (Lac), ambos, determinados através
do Stat Profile Prime Plus VET (Nova Biomedical, Co., Waltham, EUA). No soro foram
determinados o célcio total (Ca), magnésio (Mg), albumina e proteina total. Os tubos foram
centrifugados por 3.600 rpm durante 10 min e o soro removido para determinar a concentragao
de Ca total por colorimetria, usando um Kit bioquimico LabTest para céalcio (LabTest
Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais). Albumina e a proteina total foram determinadas
nas mesmas amostras de soro, também por colorimetria, usando LabTest Albumina e LabTest
Total Kits bioquimicos de proteinas, respectivamente (LabTest Diagnostica S.A., Lagoa Santa,
Minas Gerais). As andlises foram realizadas usando um sistema bioquimico semiautoméatico
analisador, modelo BIO-2000 IL (Bioplus, Produtos para Laboratérios Ltda, Barueri, Sao
Paulo).
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Pardmetros indicadores de sauide

Para determinar a higidez dos animais foram realizados exames clinicos, sendo aferidos:
temperatura retal (TR), frequéncias cardiacas (FC) e respiratorias (FR), exame das mucosas,
para determinagdo de quadros de anemia, movimentos ruminais (MR), avaliacdo do escore de
condi¢dao corporal (ECC) e estado geral de saude (EGS). A identificagdo das vacas com
distarbios de satde seguiu os procedimentos realizados por Valldecabres (2018), que
considerou: febre, aumento da temperatura retal >39,5 °C; retencdo de placenta, presenga de
membranas fetais durante a primeira avaliacdo apo6s o parto; e metrite, presenca de corrimento

vaginal anormal.

Coleta e andalise do leite

Amostras foram coletadas em tubos tipo falcon estéril para realizacdo das analises
fisico-quimicas, através da determinagao do teor de gordura, proteina, lactose, perfil da lactose
(tamanho e potencial zeta), extrato seco (ES), extrato seco desengordurado (ESD), ureia e a
contagem de células somaticas (CCS). Para realizacdo da CCS as amostras individuais de leite
foram acondicionadas em recipientes apropriados com Bronopol e encaminhadas em caixas

isotérmicas diretamente ao Laboratorio, onde ocorreu seu processamento.

Modelo estatistico

O modelo adotado foi Y _ijk= pt+ C_i+M+(C*M) ij+cov(OP)+ e eijkl, em que: Y ¢ a
observagdo; pu ¢ uma constante; C i sdo efeitos fixos de Calcemia ; M ¢ o efeito fixo de
momento; C*M ¢ a interacdo calcemia e momento, OP ¢ a covaridvel ordem de parto e e ¢ o
erro aleatorio. Antes das analises foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
de Kolmogorov para verificar a homocedasticidade. Os modelos foram ajustados sendo
considerado 5% de significancia. As médias foram avaliadas pelo teste Tukey a 5% de
significancia. As varidveis proteina total, glicose, BHB, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, movimento ruminal, escore de mucosa, escore de condi¢ao corporal, ndo
apresentaram normalidade, sendo estas adotando o modelo Y ijk= p+ C i+M+cov(OP)+
e _eijkl, em que: Y ¢ a observacgdo; p ¢ uma constante; C_i sdo efeitos fixos de calcemia ; M ¢
o efeito fixo de momento, OP ¢ a covaridvel ordem de parto e e € o erro aleatorio, e comparadas
pelo teste ndo- paramétrico de Kruskal Wallis a 5 % de significancia. Para as variaveis leiteiras

o modelo adotado foi Y _ijk= p+ C i+cov(OP)+ e _eijkl; em que: Y € a observacao; p € uma
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constante; C i sdo efeitos fixos de Calcemia, OP ¢ a covariavel ordem de parto e e € o erro
aleatdrio. Os modelos foram ajustados sendo considerado 5% de significancia. As médias foram
avaliadas pelo teste Tukey a 5% de significancia. As variaveis lactose, CCS e periodo de servigo
ndo apresentaram normalidade e foram comparadas pelo teste ndo- paramétrico de Kruskal

Wallis a 5 % de significancia. Todas as analises foram realizadas no software R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médicas decorrentes da avaliagdo do metabolismo mineral sdo apresentadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Marcadores biologicos para avaliagdo do status do metabolismo mineral em vacas
Girolando normocalcémicas (T1) e hipocalcémicas (T2), nos momentos pré (M1), parto (M2)
e pos-parto (M3).

Tratamentos
T1 T2 p-Valor
Variavel
M1 M2 M3 M1 M2 M3 |EPM Ca  Tempo . C2X
Tempo
tCa 8,75aA  8,30abA  8,11abA | 8,02aB  6,94bB  7.68aB | 0,107 <0,001  <0,001 0,036
(mg/dL)
Mg 2,03ab 2,23a 2,0b 2,22ab  2,29a 1,92b | 0,039 0,406 0,008 0,306
(mg/dL)
Na 140 140 139 140 141 140 | 0,259 0,118 0,145 0,886
(mmol/L)
K 4,35 4,11 4,08 4,24 4,33 4,13 | 0,064 0,402 0,473 -
(mmol/L)
cl 106aA 106aA 104bA | 108aB  108aB  106bB | 0,348 0,005 0,006 0,787
(mmol/L)
" 7,45b 7,50a 748a | 7456 7492  747a | 0,004 0400  <0,001 0,915
p

Concentragdes totais de calcio entre 2,1 e 2,5 mmol/L (8,5 e 10 mg/dL), caracterizaram
normocalcemia, enquanto a hipocalcemia subclinica foi estabelecida com niveis de célcio total
entre 2 e 1,38 mmol/L (8,0 e 5,5 mg/dL), seguindo as recomendagdes de Goff (GOFF, 2008).
Os niveis de tCa apresentaram, além do esperado efeito da calcemia, justificando a divisdo em
tratamentos (T1 e T2), efeito do momento (P<0,05), com as menores médias de T1 presentes
no M3, e de T2, no M2.

Com variagdes fisioldgicas entre 1,9 e 2,4 mg/dL (GOFF, 2014), o Mg apresentou
variagdes dentro desta faixa, ndo sofrendo interferéncia da calcemia, mas possuindo efeito

(P<0,05) do momento, tendo o parto (M2), exercido influéncia para sua elevagdo, em ambos os
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tratamentos. Alguns trabalhos sugerem eventuais beneficios de uma concentragdo mais
acentuada do magnésio durante o periodo de transi¢do (2,60-4,17 mg/dL), associando essa
condi¢do a menores incidéncias de disturbios para o periodo, além de um melhor desempenho
reprodutivo (JEONG et al., 2018).

O cloro apresentou efeito (P<0,05) da calcemia e do momento de coleta, sendo as médias
em T2 sempre menores que T1, e as menores médias, dentro dos tratamentos, evidenciadas em
M3. Contudo, assim como Na e K, o Cl também apresentou médias compativeis com seus
valores de referéncia. No geral, os macros minerais listados sao importantes para o equilibrio
do pH. Onde o excesso de cations como K ou Na podem induzir uma alcalose metabdlica, o
que inibiria a reabsor¢do 6ssea de Ca (GOFF; HORST, 1997). Por outro lado, o CI, ¢ um anion
utilizado na formulagdo de dietas acidogénicas, justamente para ajustes da diferenca cation-
anionica das dietas (DCAD) no intuito de aumentar a eficiéncia dos mecanismos homeostaticos
do calcio (BLOCK, 1984; GOFF, 2000; ROCHE; MORTON; KOLVER, 2002).

A avaliagdo do pH apresentou suas médias dentro dos limites fisiologicos, entre 7,35 e
7,50 (RADOSTITS et al., 2007), entretanto, foi demonstrado efeito (P<0,05) de momento,
com os animais, em ambos os grupos, experimentando médias mais elevadas ao parto. O que
ndo comprometeu a homeostasia.

Produto intermediario do metabolismo dos glicidios e produto final da glicose anaerébica,
o lactato, em condi¢des normais ¢ produzido no eritrocito, mas, sob atividade fisica intensa,
possui producdo significativa pelo musculo esquelético; e, em ruminantes, pode ocorrer na
acidose lactica (GONZALEZ; SILVA, 2017). No presente estudo, os niveis de lactato
mantiveram-se dentro da normalidade fisioldgica, conforme Grafico 1, algo que, ao lado da
andlise do pH, auxilia na avalia¢do do equilibrio acido-base. A aferi¢dao do lactato sanguineo em
ruminantes pode ser utilizada como alternativa para deteccdo da acidose metabodlica

(FIORENTIN et al., 2018). Algo que ndo foi verificado em nosso estudo.
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Grifico 1. Niveis de lactato sanguineo de vacas leiteiras Girolando, durante o periodo de
transi¢do, dos tratamentos T1 e T2, em seus respectivos momentos de coletas (M1, M2 e
M3).

Fatores como nutricdo, parto, lactagdo e enfermidades infecciosas, podem alterar a
concentragdo sanguinea dos metabdlitos proteicos (CONTRERAS, 2000). Os dados

decorrentes dos marcadores do metabolismo das proteinas sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Marcadores bioldgicos para avaliacdo do status do metabolismo proteico em vacas
Girolando normocalcémicas (T1) e hipocalcémicas (T2), nos momentos pré (M1), parto (M2)
e pos-parto (M3).

Tratamentos

Varidvel T1 T2 p-Valor c
M1 M2 M3 M1 M2 M3 EPM Ca Tempo ax
Tempo

PT
(@dL) 6,91 6,83 7,11 6,69 6,43 632 0,172 0333 0,922 -
Alb 2,98 2,95 2,83 3,08 3,07 2,99 0,077 0371 0,825 0,988

(g/dL)

Ureia*
(me/dL) - - 17 - - 166 1441 0,717 - -

*Ureia do leite, aferida sete dias ap0os o parto, para dirimir as alteragdes inerentes ao colostro.

Os valores de referéncia considerados para proteinas totais foi de 6,7 a 7,75 g/dL
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997); e para albumina, de 2,1 a 3,6 g/dL (RADOSTITS et
al., 2007). As PT ndo apresentaram efeito (P>0,05). As matrizes no T1 obtiveram menores
médias ao parto e maiores médias em M3, contudo, mantiveram a normoproteinemia. Porém,
foi verificado no T2, niveis abaixo dos limites fisioldgicos, ou seja, as matrizes que estiveram
sob hipocalcemia, apresentaram, concomitantemente, hipoproteinemia. Condi¢ao associada por
alguns altores ao agravamento do balango energético negativo no puerpério (OLIVEIRA et al.,

2014). Sendo relatada frequentemente em associa¢do com a hipocalcemia, porém, justificada
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pela hipoalbuminemia associada, o que refle na redu¢do do Ca ligado a proteina. Por exemplo,
em humanos, pacientes com COVID-19 e hipocalcemia, apresentaram associagdo entre
hipoproteinemia e hipocalcemia, em 73,64% dos pacientes, contudo, quando a fragao proteica
foi restrita apenas a albumina, a associagdo foi de 96,36% (PATIDAR et al., 2021). Neste
sentido, para melhor compreensdo do resultado ¢ necessario avaliar as fragcdes proteicas:
albumina e globulina. A albumina, em ambos os tratamentos (T1 e T2), representou
normoalbuminemia, ou seja, o resultado verificado nas PT para T2, ndo caracteriza reflexo de
alteracdo da albumina. Com a diferencga entre a proteina sérica total e a albumina representando
a concentracdo de globulina (MOHRI; SHARIFI; EIDI, 2007), provavelmente, a
hipoproteinemia se deu por reducdo de globulinas. A concentracdo de globulinas diminui
semanas antes do parto, devido sua passagem para o colostro, recuperando seus valores até trés
semanas apds o parto (GONZALEZ; SILVA, 2017), considerando-se assim, um achado
comum.

No que se refere aos niveis de ureia no leite, suas concentragdes nao apresentaram efeito
(P>0,05). Com médias entre 17 e 16,6 mg/dL, para T1 e T2, respectivamente, o marcador
apresentou valores acima da referéncia, entre 8,5 a 11,5 mg/dL. A correlagdo do teor de ureia
do leite com seus niveis sanguineos possui correlacdo de 98% e € capaz de revelar o balango
entre proteina e energia na dieta (OLTNER; WIKTORSSON, 1983). Neste sentido, o resultado
pode refletir um excesso de proteina da dieta. Algumas pesquisas correlacionaram
concentracgodes elevadas de ureia no leite a diminuigao da fertilidade (RAJALA-SCHULTZ et
al., 2001), outras, no entanto, ndo confirmaram tal relacao (COTTRILL et al., 2002).

Conforme apresentado na Figura 1, os marcadores do metabolismo energético situaram-

se, na maior parte do tempo, dentro dos limites fisiolégicos para ambos os tratamentos.
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Figura 1. Representacdo da glicose € do BHB como marcadores do status do metabolismo
energético em vacas Girolando normocalcémicas (T1) e hipocalcémicas (T2), nos momentos
pré-parto (M1), parto (M2) e pos-parto (M3). A linha representa os limites fisioldgicos para
cada variavel, e as letras (Glicose) o efeito (P<0,05) de momento.

A glicose apresentou efeito de momento (P<0,05), tendo o parto, exercido influéncia na
elevagdo das médias em cada grupo (T1 e T2). Embora ndo tenha sofrido efeito da calcemia,
avaliando as concentragdes plasmaticas da glicose e do Ca, € possivel inferir um antagonismo
no momento do parto. A redugdo dos niveis de Ca sobre as células B pancreaticas, resulta em
uma liberagdo reduzida de insulina, consequentemente, em uma maior concentragao plasmatica
de glicose (VALLDECABRES; PIRES; SILVA-DEL-RIO, 2018). Em nosso estudo, o T2
também apresentou tendéncia semelhante, embora as matrizes do tratamento normocalcémico
tenham apresentado as médias mais elevadas.

A mensuracdo do 4cidos graxos ndo-esterificados (AGNEs) oferece uma melhor
avaliagdo dentro do rebanho para o status do BEN, todavia, sua execucdo dispendiosa e
desafiadora, justifica a op¢ao por medidores de BHB sanguineo, tipo point of care, convenientes
e de resultados precisos na identificagao de vacas com hipercetonemia (MCART et al., 2013).
No presente trabalho, os niveis de BHB ndo apresentaram efeito da calcemia ou do momento e

suas médias estiveram abaixo dos limites fisiologicos, 0,47 mmol/L (RADOSTITS; GAY;
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HINCHCLIFF, 2008), exceto em T2/M1, onde foi estabelecido diagnéstico de cetose
subclinica. Estudos anteriores, tanto com indugdo, quanto na ocorréncia natural da
hipocalcemia subclinica, verificaram elevagdo nas concentragdes plasmaticas de BHB
(RIBEIRO et al., 2013; MARTINEZ et al., 2014a). Entretanto, baseado nos resultados atuais,
essa relagdo ndo parece clara, justamente, pela eleva¢do do BHB ter ocorrido no momento onde
foram evidenciadas as maiores concentragdes de Ca para o tratamento.

As médias do ECC sao apresentadas no Grafico 2, com as minimas registradas em M3

e as maximas em M2, para ambos os tratamentos.

T1 T2
3.4 3.37

3.35
3.3

3.25
3.2
3.15

ECC

3.21

ww
i
)

3.14
3

3.1
3.05

2.95
M1 M2 M3

Momentos de coletas

Grafico 2. Variagdo do escore de condicdo corporal estabelecido entre as matrizes
Girolando dos tratamentos T1 e T2, em seus respectivos momentos de coletas (M1,
M2 e M3).

Alguns autores tém descrito uma relagdo entre o0 ECC no pré-parto e as concentracdes
de Ca ao parto, com aumento do escore corporal em detrimento da diminui¢do dos niveis de
calcio (SEDO et al., 2018). Em nosso estudo, a variavel ECC ndo apresentou efeito (P>0,05),
seja da calcemia, seja do momento da coleta, mantendo-se em niveis superiores a 3,0.

As caracteristicas do leite produzido no sétimo dia pds-parto sdo apresentadas no

Grafico 3.
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Grafico 3. Caracteristicas fisico-quimicas, CCS e perfil da caseina de leite produzido por vacas
Girolando sob normocalcemia (T1) e hipocalcemia subclinica (T2) no sétimo dia pos parto
(M3).

As variaveis que determinaram o perfil lacteo das matrizes nao apresentaram efeito da
calcemia ou do tempo (P>0,05). O estudo das médias revela uma tendéncia de superioridade do
T1 frente ao T2, entretanto, permanecendo, ambas, dentro dos padrdes fisioldgicos ou
regulamentados, como ¢ o caso da CCS, estabelecido em 500.000 cs/mL (BRASIL, 2018).

Dentre os parametros fisiologicos FR, MR, TR ¢ a coloragdo das mucosas nao revelaram
efeito da calcemia ou de momento, com suas médias permanecendo dentro dos parametros
fisiologicos indicadores de homeostase. Com a FC fisioldgica flutuando entre 60 ¢ 80 bpm
(PARMAR; WHITE; STELLA, 1989), apenas os animais do T2/M3, apresentaram médias
dentro deste intervalo, nos demais, as médias variaram entre 81,8 (T2/M2) e 93 bpm (T1/M2).
Castro et al. (2018) trabalhando com o mesmo perfil genético do nosso estudo, identificaram
médias de FC acima dos padrdes fisioldgicos da espécie, creditando o resultado a distancia
percorrida pelos animais, somada a temperatura ambiente. A elevagao da FC poderia, de fato,
indicar estresse calorico, caso acompanhada de aumento da TR e FR (SILVA et al., 2011), o
que ndo ocorreu. Em detrimento do aumento da FC, estima-se que os animais mantiveram a
homeostase. Pizoni et al. (2017) também ndo evidenciaram alteragdes significativas nos
parametros clinicos dos animais submetidos a hipocalcemia subclinica. O que evidencia a
necessidade de meios e métodos indiretos para identificagdo dos distirbios, corretamente

denominados como subclinicos.
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CONCLUSOES

A hipocalcemia subclinica evidenciada durante o periodo de transi¢ao nao apresentou
alteragOes significativas sobre os marcadores metabodlicos avaliados, bem como, sobre seus

parametros clinicos e na composicao do leite de vacas Girolando.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A calcemia exerceu influéncia sobre os marcadores do estresse oxidativo, caracterizando
desequilibrio entre os niveis de oxidantes e antioxidantes, culminando no aumento da
peroxidagdo lipidica, verificado pelo TBARS. Bem como, o efeito de momento (P<0,05)
exercido junto aos marcadores Ca, Mg, pH e glicose, por si s0, caracteriza o periodo de transi¢ao
como desafiador. Entretanto, os resultados verificados junto aos marcadores de reproducao e
producao, além da composigao do leite e parametros fisioldgicos, evidenciam que, apesar das
alteracdes metabolicas verificadas, os mecanismos compensatorios foram eficientes para o

perfil genético trabalhado e o grau de desafio imposto.
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