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Resumo

PIZONI, Camila. Efeito da dieta aniénica por diferentes periodos sobre o
metabolismo de vacas leiteiras durante o periparto. 2017. 51f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagcédo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Esta dissertacdo trata sobre o periparto de vacas leiteiras, especificamente sobre a
hipocalcemia subclinica e a utilizagdo de dieta anibnica como estratégia de
prevencdo. O primeiro estudo dizia respeito ao uso da dieta por diferentes periodos
durante o pré-parto, em vacas induzidas a hipocalcemia subclinica, afim de avaliar o
comportamento do célcio e parametros hemogasométricos. Foram utilizadas 9 vacas
divididas em trés grupos submetidos a inducéo de hipocalcemia subclinica: GO (sem
dieta anibnica), G11 (11 dias de dieta anidnica) e G15 (15 dias de dieta aniénica). A
inducdo de hipocalcemia foi realizada durante seis horas e os animais foram
acompanhados durante setenta e duas horas. Nao houve diferenca nos parametros
de calcio sérico entre os grupos G11 e G15, podendo-se reduzir a utilizacdo da dieta
sem prejuizos para 11 dias de fornecimento pré-parto. O segundo estudo tratava-se
da avaliacdo do status imune pds-parto de animais que receberam diferentes dietas
catio—anibnicas no pré-parto. Foram utilizadas 14 vacas divididas em dois grupos:
GA (receberam dieta anidnica pré-parto) e GN (receberam dieta neutra pré-parto) e
foram avaliadas as concentracfes de célcio sérico e as proteinas de fase aguda
pés-parto. Os animais foram monitorados a cada doze horas por 3 dias desde o
momento do parto. Os animais que receberam dieta anibnica no pré-parto
apresentaram menor ocorréncia de hipocalcemia subclinica e isso auxiliou na
melhora do status imune. A hipocalcemia ainda € um dos mais importantes
transtornos metabdlicos do periparto, por alterar a sintese de proteinas de fase
aguda e estar envolvida na ocorréncia de outros distlrbios pds-parto. A dieta
anibnica por ser uma ferramenta de prevencao da doenca deve ser empregada de
modo a nado prejudicar ainda mais o status inflamatério dos animais e contribuir com
a diminuicdo dos transtornos do periparto possibilitando um menor custo de
producao.

Palavras-chave: dieta pré-parto; hipocalcemia; proteinas de fase aguda; pés-parto



Abstract

PIZONI, Camila. Effect of anionic diet by different periods on the metabolism of
dairy cows during peripartum. 2017. 51f. Dissertation (Master degree in Sciences)
- Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

This dissertation deals with the peripartum of dairy cows, specifically on subclinical
hypocalcemia and the use of anionic diet as a prevention strategy. The first study
concerns the diet’'s use for different periods during prepartum in cows induced to
subclinical hypocalcemia in order to evaluate the calcium behavior and
hemogasometric parameters. Nine cows were divided into three subclinical
hypocalcemia induction groups: GO (without anionic diet), G11 (11 days on anionic
diet) and G15 (15 days on anionic diet). Induction of hypocalcemia was performed for
six hours and the animals were monitored for 72 hours. There was no difference in
the serum calcium parameters between G11 and G15, and it was possible to reduce
the diet’s usage without damage to 11 days of prepartum. The second study involved
the evaluation of postpartum immune status of animals that received different
prepartum cation-anionic diets. Fourteen cows were divided into two groups: GA
(prepartum anionic diet) and NG (prepartum neutral diet), post-partum serum calcium
and acute phase protein levels were evaluated. The animals were monitored every
12 hours for 3 days from the partum. The animals that received anionic diet in
prepartum showed less occurrence of subclinical hypocalcemia and improvements
on immune status. Hypocalcemia is still one of the most important metabolic
disorders of peripartum as it changes the synthesis of acute phase proteins and it is
involved in the occurrence of other postpartum disorders. The anionic diet may be
used as a tool to prevent the disease in order to not impair the inflammatory status of
the animals and contribute to the reduction of peripartum disorders allowing lower
production costs.

Keywords: antepartum diet; hypocalcemia; acute phase proteins; postpartum
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1 Introducéo

A producdo leiteira mundial tem aumentado substancialmente nos ultimos
anos, sendo que em 2016 houve uma projecao de 508 mil toneladas de leite, 1,4% a
mais quando comparado ao ano anterior (CONAB, 2016). O Brasil ocupa a 42
posicdo no ranking mundial de producéo de leite e a Regido Sul do pais lidera pelo
segundo ano consecutivo, sendo responsavel por 37% da producao nacional (IBGE,
2016). Este aumento na producédo predispde o rebanho a uma maior taxa de
transtornos metabolicos em vacas leiteiras, pois sdo mais exigidas (Chapinal et al.,
2012).

Os transtornos metabdlicos ocorrem com maior frequéncia no periodo de
transicdo, que compreende trés semanas pré e trés semanas pos-parto, sendo o
momento mais delicado da vida do animal, pois neste periodo ocorrem importantes
alteracdes enddcrinas, metabdlicas e nutricionais que exigem do animal uma alta
capacidade de adaptacdo (Drackley et al., 1999; Chapinal et al., 2011, Goff et al.,
2014). Nesse periodo ha um aumento das necessidades energéticas e minerais
concomitante a reducédo na ingestdo de matéria seca (Weaver et al., 2016).

Dentre os minerais requeridos nessa fase o célcio € um dos mais importantes,
pois esta envolvido no crescimento fetal, producdo de colostro e leite, além de
contracdo muscular estriada e lisa e atividade celular (Brozos, et al., 2011; Martinez
et al., 2012; Kara et al., 2013). Grande parte do calcioé encontrado nos 0Ssos e
dentes na forma de hidroxiapatita e o restante nos fluidos corporais (Wilkens et al.,
2012A). Do calcio extracelular, 50% esta na forma ionizada (iCa), que é a forma do
mineral livre, 45% estd ligado as proteinas, principalmente a albumina, e 5%
complexado com outros compostos como fosfatos e bicarbonatos, sendo a uniédo
destas trés formas do mineral disponiveis no organismo chamado de calcio total
(CaT) (Hansen et al., 2000); seus niveis podem variar com a concentracdo de
proteinas e alteragbes do pH sanguineo (Wilkens et al., 2013).

A homeostase do calcio € regulada principalmente por trés hormonios:
paratorménio (PTH), calcitonina e calcitriol (vitamina D). Também esta relacionada

com a concentracdo de outros minerais como o0 magnésio e o fosforo (Goff, 2000). O
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PTH é o horménio responsavel pelo aumento da concentracdo de calcio no sangue,
sendo ativado pela queda do mineral, mas também por outros fatores como a
reducdo do pH sanguineo (Brozos et al., 2011). Quando h& diminuicdo do calcio
sérico o PTH age a nivel 6sseo inibindo a sintese de colageno pelos osteoblastos
aumentando a desmineralizacdo pelos ostedcitos e aumentando a ostedlise pelos
osteoclastos, bem como a taxa de maturacdo das células precursoras de
osteoclastos e osteoblastos (Goff, 2008). A nivel renal aumenta a reabsorcdo de
calcio e sinaliza a ativagdo da vitamina D, que por sua vez age a nivel intestinal
aumentando a absorgéo do mineral (Wilkens et al., 2012B). A calcitonina por sua vez
tem acédo regulada de forma oposta ao PTH, ou seja, age a nivel ésseo inibindo a
desmineralizacéo e a nivel renal reduzindo a reabsorcao de célcio (Goff, 2014).

A reducdo do CaT abaixo do fisiolégico (8,5 — 10,4mg/dL) é classificada como
hipocalcemia subclinica (CaT entre 5,5 e 8,4 mg/dL) ou clinica (CaT menor que
5,5mg/dL) (Goff, 2014), afetando principalmente vacas de alta producao no periparto
devido a mobilizacdo do mineral que ocorre para formacéo fetal, producdo de
colostro e momento do parto (Lean et al., 2006).

A hipocalcemia clinica envolve a manifestacdo de sinais como tremores,
hipersensibilidade, anorexia, decubito lateral ou esternal, desidratacao, hipotermia,
frequéncia cardiaca aumentada e até a morte (Gonzalez et al., 2014). A
hipocalcemia subclinica por sua vez age de forma silenciosa e acaba interferindo em
varios processos que envolvem a contracdo celular, refletindo na motilidade
gastrointestinal diminuindo a ingestdo de alimento, ocasionando problemas
metabdlicos, como, sindrome da vaca caida (Brozos et al., 2011), cetose (Kara,
2013), deslocamento de abomaso (Chapinal et al., 2011) e diminuicdo da contracéo
uterina, causando retencao de placenta (Martinez et al., 2012). Aléem disso, a queda
do célcio, mesmo a niveis subclinicos pode reduzir a capacidade das células do
sistema imune de responder a estimulos, contribuindo para infeccbes como a
mastite e metrite (Kimura et al., 2006; Martinez et al., 2012), devido a sua funcdo na
sinalizacao celular.

Sabendo-se que 0 mecanismo de homeostase do calcio demora cerca de 72
horas para tornar-se completamente ativo e que esse periodo apds o parto pode ser
decisivo para a saude e producdo da vaca (Goff, 2014), existem estratégias que
tentam evitar ou ainda minimizar a ocorréncia de hipocalcemia no rebanho e que

podem ser adotadas ja no pré-parto, como suplementacédo com vitamina D (Weiss et
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al., 2015), aplicagdo de serotonina (Weaver et al., 2016), dietas pobres em célcio
(Goff, 2008), fornecimento de dieta anibnica (Weich et al., 2013) entre outros.

A dieta anibnica refere-se a uma alimentacao rica em anions recomendada a
partir de trinta dias pré-parto com o intuito de causar uma leve acidificagdo no pH
sanguineo através da mobilizacdo de ions de hidrogénio que irdo agir tentando
compensar a quantidade de anions da dieta. O pH &cido ativa o PTH e por
consequéncia o sistema de homeostase do calcio antes do momento do parto para
gue quando houver o aumento da demanda do mineral pelas contragcdes e ejecéo do
leite ja haja calcio sérico mais facilmente disponivel (Goff, 2014).

O potencial aniénico de uma dieta deve ser calculado levando em
consideracdo sua composicao de cations e anions, que segundo Santos (2011) pode
ser afetada por qualquer mineral com carga positiva ou negativa, porém os que mais
influenciam esse balanco sédo aqueles que apresentam maior concentracdo de
cargas em mEq (maior peso atdbmico associado a menor valéncia). Dentre os
principais cations destacam-se o sédio (Na*) e o potassio (K*), e anions o enxofre
(S) e o cloro (CI"). Outros minerais como Ca, Mg e P também influenciam no balanco
catio-aniébnico (BCA), mas por suas menores taxas de absorcdo, eles ndo sao
considerados nas equacdes para calculo do BCA da dieta (Santos, 2011).

Para o controle da eficacia da dieta anibnica € analisado o pH urinario e
preconiza-se que este permaneca entre 5,8 e 6,8; abaixo desses valores pode
causar prejuizos ao animal por reduzir mais o pH sanguineo levando-o a um quadro
de acidose metabdlica. Ainda, devido a acidificacdo ruminal, esta dieta pode reduzir
a ingestdo de matéria seca, que nesse periodo j4 pode estar comprometida (Goff,
2008). Além disso sabe-se que a acidificacdo intracelular exacerbada pode diminuir
a funcdo imune visto que limita a entrada de calcio na célula (Fernandez et al.,
2005). A reducéo do periodo de fornecimento da dieta seria uma alternativa viavel a
funcionalidade celular, levando em conta os efeitos deletérios de uma acidificacdo
sanguinea prolongada sobre a imunidade dos animais.

Durante o pré-parto, ocorrem importantes alteragbes a nivel de imunidade
ocasionando um aumento na liberagdo de mediadores inflamatorios também
chamados de proteinas de fase aguda (PFA) que séo sintetizados no figado. As PFA
podem ser positivas, ou seja, seus niveis aumentam frente a um desafio
inflamatorio, como a haptoglobina, por exemplo (Schneider et al., 2013); ou

negativas, em que seus niveis diminuem durante o processo inflamatorio, sendo a
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albumina e a paraoxonase os melhores exemplos (Bionaz et al., 2007). Estudos
demonstraram que a alteracdo das PFA mesmo antes do parto pode predizer a
ocorréncia de doencas no pos-parto (Schneider et al. 2013; Krause et al. 2014). As
PFA podem ser muito Uteis para avaliar mudancas no estado de saude animal e
ainda servem como ferramentas importantes para 0 gerenciamento e monitoramento
da eficacia de tratamentos (Ceron et al., 2005).

Assim, diminuindo o periodo de fornecimento da dieta aniénica espera-se ter
os efeitos desejados sobre o metabolismo do calcio e imunidade, minimizando os
efeitos prejudiciais da dieta, possibilitando um menor dano para satde dos animais e

para a producao.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar diferentes periodos de fornecimento de
dieta anidnica durante o pré-parto de vacas leiteiras induzidas a hipocalcemia
subclinica, sobre o efeito na mobilizacdo de calcio e parametros hemogasométricos
e ainda avaliar o status inflamatério dos animais no pés-parto ap0s receberem dieta

anidnica no preé-parto.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar se o comportamento do célcio e dos parametros
hemogasométricos sofreram alteracdes frente a diferentes periodos de fornecimento
de dieta aniénica durante o pré-parto de vacas pluriparas;

- Determinar se o status inflamatério pos-parto de vacas foi influenciado

porreceberem dieta anidnica durante o pré -parto.



3 Artigos
3.1 Artigo 1

Parametros hemogasomeétricos e bioguimicos de vacas pluriparas com
hipocalcemia subclinica pré-parto suplementadas com dieta aniénica

Pizoni, C.; Feijd, J de O.; Rabassa, V.R.; Antunes, M.M; Moraes, F.P.; Xavier, E.G.;
Correa, M.N.

Submetido a revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

17

Parametros hemogasométricos e bioquimicos de vacas pluriparas com hipocalcemia
subclinica pré-parto recebendo dieta aniénica
Hemogasometric and biochemical parameters of pluriparous cows with subclinical

hypocalcemia prepartum supplemented with anionic diet

Resumo

O objetivo foi avaliar os parametros bioquimicos e hemogasométricos de vacas leiteiras
induzidas a hipocalcemia subclinica submetidas a diferentes periodos de fornecimento de
dieta anibnica. Nove vacas da raca holandés induzidas a hipocalcemia subclinica no pré-parto,
divididas em 3grupos: GO = sem dieta anionica antes da indugdo; G11 = onze dias de dieta
anibnica pré-inducdo; e G15 = quinze dias de dieta aniénica pré-inducdo. Foram coletadas
amostras de urina semanalmente para avaliacdo da eficacia da dieta. Amostras de sangue
foram coletadas nos dias -1, 0, 1, 2 e 3 (dia 0 = momento da inducédo) para avaliacdo de célcio
total, magnésio, albumina e globulina; além de bicarbonato e outros parametros
hemogasométricos. GO apresentou maior célcio total e ionizado que G11 e G15 (P< 0,01). O
magnésio foi maior em G11 e G15 comparado ao GO (P<0,01). O bicarbonato foi maior no
GO e G11 comparados ao G15 (P=0,05), assim como as proteinas séricas totais e globulinas
(P<0,01). Vacas desafiadas a uma diminui¢do do calcio sanguineo, independente do periodo
de fornecimento da dieta anidnica, apresentam o mesmo comportamento frente ao célcio
sérico, portanto um menor periodo de fornecimento da dieta seria suficiente para obter efeitos
desejados sobre o seu metabolismo.

Palavras-chave: dieta pré-parto, calcio, pluriparas, DCAD.

Abstract
The aim was to evaluate biochemical and hemogasometric parameters of dairy cows induced
to subclinical hypocalcemia submitted to different periods of anionic diet supply. Nine
Holstein Cows induced to subclinical hypocalcemia during prepartum, divided in 3 groups:
GO = without anionic diet pre-induction; G11= eleven days of anionic diet pre-induction; and
G15= fifteen days of anionic diet pre-induction. Blood samples were collected at days -1, 0, 1,
2 and 3 (day 0 = induction moment) in order to evaluate the total calcium, magnesium,
albumin and globulin; in addition to bicarbonate and other hemogasometric parameters. GO
presented more total and ionized calcium than G11 and G15 (P < 0,01). Magnesium indexes
were bigger on G11 and G15 compared to GO (P < 0,01). There were higher bicarbonate
(P=0,05), total serum proteins and globulin indexes on GO and G11 compared to G15 (P
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<0,01). Cows defied to a decrease in blood calcium, despite the anionic diet supply duration,
presented the same behavior in terms of serum calcium, therefore a shorter period of diet
supply would suffice to obtain the desired effects on the metabolism.

Keywords: prepartum diet, calcium, pluriparous, DCAD.

Introducgéo

A hipocalcemia é uma doenca metabolica que acomete principalmente vacas de alta
producdo no periparto, causada por uma falha do organismo na mobilizacédo de calcio diante
de um aumento na sua demanda (Goff, 2014; Amanlou et al., 2016). A sua forma subclinica
pode ser desencadeadora de diversas doencas no pds-parto, como cetose, mastite e metrite,
além da queda na producdo de leite, reducdo na fertilidade e descarte precoce de animais
(Martinez et al., 2014).

Diferentes estratégias vém sendo estudadas durante o pré-parto afim de prevenir a
hipocalcemia, sendo a maioria delas relacionada a alteragfes da dieta, como o uso de sais
aniénicos, reducdo da concentracao de calcio na dieta, suplementacdo com vitamina D, entre
outras de natureza ndo especifica como controle do escore de condi¢do corporal (ECC) e
reducdo do periodo de ordenha nos primeiros dias de lactacdo (Amanlou et al., 2016;Weaver
et al., 2016). A dieta anidnica tem sido utilizada a partir de trinta dias pre-parto para driblar as
falhas na homeostase do célcio e fazer com que o mineral seja mobilizado mais rapidamente
no pos-parto prevenindo quadros de hipocalcemia (Seifi et al., 2010), porém um estudo
realizado com novilhas demonstrou que a utilizacdo de dieta aniénica por onze dias ja foi
suficiente para que a mobilizacdo de calcio ocorresse de maneira satisfatoria (Pizoni et al.,
2017).

Sabe-se que o organismo da vaca responde rapidamente a adi¢do de sais aniénicos a
dieta. E possivel notar a acidificacio no pH urinario apds 48h de fornecimento assim como o
pH sanguineo que se torna levemente acidificado. Porém acredita-se que demore em torno de
cinco a sete dias para que o efeito da reducdo do pH sanguineo se manifeste nos mecanismos
de homeostase do célcio (Santos, 2011).

Pizoni et al. (2017) encontraram efeito do uso de dieta anidnica por onze dias sobre 0s
niveis de calcio de novilhas, motivando a avaliagdo também em pluriparas, visto que esta
categoria seria mais predisposta a ter problemas com a mobilizacdo de célcio e que a
acidificacdo do pH sanguineo por um periodo elevado pode ser prejudicial, pois reduz a
funcionalidade celular e pode prejudicar a imunidade dos animais (Fernandez et al., 2005;

Kimuraet al., 2006). Desta forma para compreender 0 mecanismo de atuacdo da dieta se faz
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necessario o controle dos pardmetros hemogasomeétricos envolvidos no pH sanguineo, assim
como a avaliagdo de parametros metabolicos que auxiliam na homeostase do célcio, pois
assim torna-se possivel determinar se existe a possibilidade de reduzir o periodo de
fornecimento de dieta aniénica sem prejuizos na mobilizacdo de calcio e com isso diminuir 0s
gastos com dieta pré-parto (Pizoni et al., 2017), bem como o transtorno causado pela
modificagdo do Ph ruminal(Razzagui et al., 2012).

Assim, o objetivo deste estudo foi fornecer dieta aniénica por diferentes periodos no
pré-parto de vacas leiteiras pluriparas induzidas a hipocalcemia subclinica e avaliar seus

parametros bioquimicos e hemogasomeétricos.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas (Cod. .23110).

O experimento foi realizado em uma propriedade leiteira ao sul do Rio Grande do Sul,
no municipio de Rio Grande, nas coordenadas geograficas 32°16 'S, 52 ° 32' E.

Foram utilizadas 9 vacas da raca Holandés, com média de 3 lactacbes, com escore de
condicdo corporal médio de 3,0 (Edmonson et al., 1989), entre vinte e um e quinze dias pré-
parto. Os animais eram manejados em sistema de criacdo semiextensivo com pastagem de
azevem, trevo e cornichdo em final de ciclo e recebiam 5 Kg de concentrado divididos em
duas vezes ao dia. Foi realizada analise bromatologica e mineral da pastagem e do
concentrado fornecido para os diferentes grupos (Tab. 1).

Tabela 1 Ingredientes e composicdo nutricional da dieta pré-parto.

Ingredientes

Grupos Palha de arroz (%) Pastagem (%) Concentrado (%)
GO 41,6 58,3 -
Glle G15 33,3 25,1 41,6
Composicéo nutricional (%)

Matéria Seca 82,59 94,23 94,67
Proteina Bruta 7,84 19,98 22,65
FDN? 74,32 47,41 28,05
FDA® 54,16 31,02 18,59
Lignina - 2,95 -
Lipideos (EE) 1,72 1,9 2,95
Cinzas 17,08 11,5 9,46
Calcio - 0,69 1,46
Fosforo - 0,29 0,82
Potassio - 3,02 1,26
Magnésio - 0,18 0,61
Enxofre - 0,2 1,05

Concentrado composto por 33,7% de Milho Moido, 28% de Farelo de Soja, 30% de Farelo de Arroz, 3,3% de Calcario, 4%
de Sal Aniénico e 1% de Premix Vitaminico. 2 FDN - Fibra detergente neutro; * FDA - Fibra detergente Acido.
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As vacas foram divididas aleatoriamente em 3 grupos de acordo com o fornecimento
da dieta anidnica e todos grupos foram induzidos a hipocalcemia subclinica. O grupo GO
(n=3) ndo havia recebido a dieta anidnica at¢ o momento da inducdo de hipocalcemia
subclinica (DCAD = +10,03 mEQg/100g). No grupo G11 (n=3) a inducdo de hipocalcemia
subclinica foi realizada apds fornecimento de dieta aniénica por um periodo de 11 dias
(DCAD = - 37,49 mE@/100g). O grupo G15 (n=3), foi composto por vacas que foram
induzidas a hipocalcemia subclinica ap6s fornecimento de 15 dias de dieta aniénica (DCAD =
- 37,49 mEq/100g).

Para avaliacdo da eficacia da dieta anidnica foram coletadas amostras de urina
semanalmente para avaliacdo do pH urinario (Spanguero, 2004). A urina foi coletada ap6s
estimulo manual. O pH foi aferido logo apos a coleta utilizando pHmetro de bancada (MPA
210, MS Tecnopon, Brasil).

Para realizacdo da inducdo de hipocalcemia subclinica todos animais foram
cateterizados na veia marginal da orelha. Para isso, foi realizada tricotomia da orelha e
antissepsia local com solucdo de PVPI 2%. Posteriormente, o vaso foi puncionado utilizando
um cateter intravenoso 20G x 12 (BD I-Cath™, BD, 1Becton Drive, Franklin Lakes, NJ/
EUA). Os trés grupos foram submetidos ao protocolo de inducgdo de hipocalcemia subclinica
pela infusdo endovenosa de uma substancia quelante de célcio (Jorgensenet al., 1999) por um
periodo de 6 horas com manutencdo dos niveis de célcio ionizado (iCa) entre 2,4 e 3,4mg/dL.

As coletas de sangue foram realizadas por puncdo da veia coccigea, utilizando o
sistema Vacutainer (BD Diagnostics, Sdo Paulo, Brasil), sendo coletadas amostras de sangue
em um tubo sem anticoagulante (10mL) para analises bioquimicas, dentre elas determinacao
dos pardmetros de célcio total (CaT), magnésio (Mg) e albumina (ALB); e outra em tubo
(4mL) contendo heparina sddica para a realizacdo das analises hemogasométricas, dentre elas,
pressdo de gas carbdnico (pCO,) pressdo de oxigénio (pO,) tensdo de gas carbdnico (TCO,),
saturacdo de oxigénio (SO,%), alem de iCa, pH sanguineo, bicarbonato (HCO3), sodio (Na) e
potassio (K).

As coletas de sangue foram iniciadas um dia antes do protocolo de inducgdo de
hipocalcemia para avaliagdo do valor basal do célcio sanguineo. No dia da inducdo foram
coletadas amostras de sangue imediatamente antes do seu inicio (Oh) e nas horas 6 e 12, sendo
que a media entre os momentos 0, 6 e 12 caracterizou o dia 0. Posteriormente as coletas foram
realizadas nos dias 1, 2 e 3 a partir da inducdo. Apds a coleta, 0 sangue coletado sem
anticoagulante foi submetido a centrifugacdo a 1800xg para obtencdo de amostras de soro, as

quais foram identificadas e congeladas a -70 ° C.
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As concentragdes séricas de CaT, Mg, albumina e proteinas séricas totais foram
analisados por colorimetria utilizando Kkits enziméaticos (Labtest Diagnostica S.A., Brasil).
Para a leitura, foi usado o espectrofotdometro de luz visivel (FEMTO 700Plus, FEMTO
Industria e Comeércio de Instrumentos, Sdo Paulo, Brasil). Também foram quantificadas as
globulinas (GLOB) através da formula (GLOB= proteinas séricas totais — ALB) (Labtest
Diagnostica S.A., Brasil). Para as analises de iCa hemogasometria, pH sanguineo, HCO3', Na
e K foi utilizado o aparelho I-STAT (AbbottLaboratories,Abbott Park, IL EUA).

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do programa Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc. Cary, NC, EUA). Para tal, foi utilizada anélise de
variancia com Mixed Model para comparacdo dos grupos, coletas e sua interacdo (grupo X
coleta) através do teste de Tukey HSD (P < 0,05).

Resultados e Discussao

Na avaliacdo da eficacia da dieta ao animais que ndo receberam dieta apresentaram
média de pH urinario 8,52+0,24, enquanto que 0s grupos que receberam por 11 e 15 dias
apresentaram pH 6,53+0,15 e 5,39+0,04 respectivamente. Diversos autores trabalharam com
niveis entre 5,5 — 6,8, comprovando a acidificacdo da urina durante o uso da dieta anidnica
(Spanghero, 2004, Goff et al., 2014), visto que a baixa do pH urinario se deve a uma tentativa
do organismo de tamponar o sangue (Spanghero, 2004).

Entre os parametros bioquimicos avaliados (Tab. 2) houve diferenca nos valores de
CaT entre os grupos durante todo periodo (P< 0,01), sendo seus niveis maiores no GO, em
comparagdo aos grupos G11 e G15. O iCa também foi diferente entre os grupos (P<0,01),
tendo o GO apresentado niveis maiores que G11 e iguais ao G15 (P>0,05). Na interacdo
grupos x dias os niveis de CaT foram maiores no GO (P<0,01) em relagédo aos grupos G11 e
G15 nos dias -1 e 0 e maiores (P<0,05) que G15 nos dias 2 e 3 (Fig. 1A). Ja os valores de iCa
foram maiores no GO (P<0,05) quando comparados ao G11 apenas no dia 0 (Fig.1B). Assim,
observou-se que o GO apresentava maiores concentragcbes de CaT e iCa desde a primeira
avaliacdo, isso pode ter ocorrido porque os outros dois grupos que estavam recebendo a dieta
nesse momento ja estariam eliminando mais calcio na urina e fezes, a fim de evitar uma
hipercalcemia. Como visto por Goff et al. (2014) animais que recebiam dieta anibnica
excretavam 3g a mais de célcio que animais que recebiam dieta catidnica. Foi observado
também que o GO ndo retomou seus niveis iniciais de calcio até o terceiro dia, enquanto que

0s grupos G11 e G15 alcancaram suas concentracfes de calcio iniciais ja no primeiro dia apds
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a inducdo, confirmando o efeito da dieta sobre a mobilizagéo de calcio (Razzaghi et al., 2012;

Weich et al., 2013). Pizoni et al. (2017) observaram em novilhas que 0s animais que

receberam dieta anionica por 11 dias apresentaram melhores resultados em comparagdo com

animais que ndo receberam ou receberam a dieta por 15 dias, em relacdo a mobilizacdo de

calcio, visto que esses animais estavam sendo submetidos a essa alteracdo mineral pela

primeira vez.

Tabela 2: Parametros bioquimicos e hemogasomeétricos (média + erro padrdo da média) de
vacas induzidas a hipocalcemia subclinica recebendo dieta anidnica durante o pré-parto por

diferentes periodos.

Valor de P
Parametros GO G11 G15 Grupo x

Grupo Dia Dia
Bioquimicos
Albumina (g/L) 28,2 0,07 26,7+0,07 26,7 0,08 0,13 0,31 0,31
Célcio Total (mg/dL) ~ 9,95%+0,15 8,97"+0,15 8,89°+0,16  <0,01 <0,01 0,63
E:n"’:'gcl:jol_')"”'zado 551°40,08  505°+008  505°#009 <001 <001 097
Globulinas (g/L) 54,2%+0,14 55,8%+0,14 49,0°+0,14  <0,01 0,57 0,97
Magnésio (mg/dL) 1,55%+0,07 2,03°+0,07 1,95°+0,08  <0,01 0,38 0,44
Proteinas Totais (g/L)  82,2°+0,11 82,5%+0,11 75,7°+0,11  <0,01 0,06 0,74
Hemogasomeétricos
pH (mmHg) 7,35 +0,01 7,35+ 0,01 733+001 069 0,06 0,13
pCO,(mmHg) 4415+1,89  40,84+189 3597201 0,16 0,20 0,12
pO, (MmHgQ) 96 £17,2 105,67 17,72 119,08 £18,79 0,97 0,01 0,14
HCOs (mmol/L) 24,76*+0,78 22,67%+0,78 19,29°+0,83 <0,01 <0,01 0,82
Na (mmol/L) 141,83 £0,71 142,08 £0,71 143,38 £0,75 0,30 <0,01 0,37
K (mmol/L) 4,35 +0,10 4,01 +£0,10 4,12 +0,11 0,09 0,72 0,53

G0 -animais que passaram por indugéo & hipocalcemia subclinica sem adicdo de dieta anidnica. °G11 - animais
que passaram por inducdo & hipocalcemia subclinica ap6s ja estarem recebendo a dieta anionica ha 11 dias. *G15
- animais que passaram por indugdo a hipocalcemia subclinica ap0s receber a dieta anidnica ha 15 dias. L etras

minusculas diferem entre si na mesma linha.
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Figura 1.ConcentracOes séricas de célcio total (A) e ionizado (B) (mg/dL) relativo ao parto de
vacas leiteiras induzidas a hipocalcemia subclinica, submetidas a diferentes periodos de dieta
anionica.

GO -animais que passaram por inducdo a hipocalcemia subclinica sem adi¢do de dieta anidnica. G11 - animais
gue passaram por inducédo a hipocalcemia subclinica ap0s j& estarem recebendo a dieta anidnica ha 11 dias. G15
- animais que passaram por indugdo a hipocalcemia subclinica apds receber a dieta anidnica ha 15
dias*Diferenca estatistica entre grupos x dia (P<0,05).

O magnésio mostrou-se diferente (Fig.2) entre os grupos durante todo periodo, sendo o
GO menor que G11 e G15 (P<0,01). Na interacdo grupo x dias o GO apresentou 0S menores
valores quando comparado ao G11 nos dias -1, 0 e 1 (P<0,05), enquanto que em relagdo ao
G15, foi menor apenas no dia 1 (P<0,05). Os grupos G11 e G15 s6 foram diferentes no dia -1
(P<0,05). Acredita-se que o PTH possa aumentar o limiar renal de excrecdo de Mg impedindo
a diminuicdo dos seus niveis no sangue (Gonzélez & Silva, 2006; Goff et al., 2014). E
possivel que no G11 e G15 o limiar renal da excre¢do de Mg tenha sido aumentado devido a
atividade do PTH, elevando seus niveis sanguineos em quase todos momentos, porém a
analise para comprovar este efeito ndo foi realizada neste trabalho. Outra hipotese é que possa
ter havido uma maior mobilizacdo 6ssea de Mg no G11 e G15, elevando suas concentracdes

séricas.
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Figura 2.Concentracdo sérica de magnésio (mg/dL) relativo ao parto de vacas leiteiras

induzidas a hipocalcemia subclinica, submetidas a diferentes periodos de dieta ani6nica.

GO -animais que passaram por inducdo a hipocalcemia subclinica sem adicdo de dieta aniénica. G11 - animais
que passaram por inducdo a hipocalcemia subclinica ap0s j& estarem recebendo a dieta ani6nica ha 11 dias. G15
- animais que passaram por indugdo a hipocalcemia subclinica apds receber a dieta anibnica hd 15
dias*Diferenca estatistica entre grupos x dia (P<0,05).

Dos parametros hemogasométricos avaliados (Tab. 2) houve diferenca nos valores de
HCO3 entre os grupos durante todo periodo (P< 0,01), sendo seus niveis maiores no GO e
G11 em comparacgdo ao G15. Na interacédo grupo x dias 0 HCO3 foi maior no GO (P<0,01) em
relacdo aos grupos G15 nas horas -24, 0 e 6 e apresentou tendéncia a ser maior também na
hora 12 (P=0,05) (Fig.3). Seus valores vdo ao encontro do que se espera no fornecimento da
dieta anibnica, ou seja, grupos que nao recebem a dieta ou recebem por menos dias tem maior
quantidade de bicarbonato sanguineo. O bicarbonato é o mais importante tampd&o extracelular
do organismo, sua diminuicdo caracteriza um quadro de acidose metabdlica e é concomitante
para a reducdo do pH sanguineo. Neste estudo ndo houve diferenca entre os valores de pH, o
gual se manteve proximo ao limite inferior de normalidade, isso se deve possivelmente ao
sistema tampAo estar cumprindo seu papel ndo deixando que se acumulem H”, destinando-os
juntamente com o bicarbonato para producéo de CO, e H,0, conseguindo manter o pH estavel
(Martinez et al., 2016).
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Figura 3.Concentragdo sanguinea de HCO3- (mmol/L) relativo ao parto de vacas leiteiras

induzidas a hipocalcemia subclinica, submetidas a diferentes periodos de dieta ani6nica.

GO - animais que passaram por inducéo a hipocalcemia subclinica sem adi¢do de dieta ani6nica. G11 - animais
gue passaram por inducdo a hipocalcemia subclinica ap0s j& estarem recebendo a dieta anidnica ha 11 dias. G15
- animais que passaram por inducdo a hipocalcemia subclinica apds receber a dieta anibnica hd 15
dias*Diferenca estatistica entre grupos x dia (P<0,05).

Em relacdo as proteinas séricas totais(Fig.4A) foi possivel observar que GO e G11
apresentaram maiores valores quando comparados ao G15 (P>0,01), enquanto que os valores
de albumina néo diferiram entre o0s grupos; a concentracdo de GLOB (Fig. 4B), bem como as
proteinas séricas totais, mostrou-se maior nos grupos GO e G11 em comparacdo ao G15
(P>0,01). Acredita-se que os animais do G15 apresentaram 0s menores valores de proteinas
séricas totais, devido a dieta ani6nicapoder estar causando acidificagdo ruminal e com isso
reduzido a IMS (Razzaghi et al., 2012), por consequéncia diminuindo o consumo de
proteinas, que como visto por Kaneko et al. (2008) pode afetar as concentracfes de proteinas

séricas totais nesse periodo. Porém a avaliacdo de consumo nao foi realizada neste estudo.
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Figura 4:Concentracdo de proteinas séricas totais (mg/dL) (A) e niveis de globulinas (mg/dL)
(B) relativas ao parto de vacas leiteiras induzidas & hipocalcemia subclinica, submetidas a
diferentes periodos de dieta anionica.

GO -animais que passaram por inducdo a hipocalcemia subclinica sem adi¢do de dieta aniénica. G11 - animais
gue passaram por inducédo a hipocalcemia subclinica apds ja estarem recebendo a dieta anibnica ha 11 dias. G15

- animais que passaram por indugdo a hipocalcemia subclinica apds receber a dieta anibnica hd 15
dias*Diferenca estatistica entre grupos x dia (P<0,05).

Em um estudo realizado por Weich et al. (2013) foi observado o comportamento pés-
parto de vacas que receberam dieta anionica 42 e 21 dias antes do parto, demonstrando que 0s
dois periodos de suplementacdo se comportaram da mesma forma no pds-parto e ndo foram
eficientes em prevenir a hipocalcemia subclinica. Considerando os resultados encontrados
neste trabalho sobre a mobilizacdo de calcio e a interferéncia da dieta fornecida no sistema
tampdo do organismo fica claro que o uso da dieta aniénica por um periodo de onze dias seria
igualmente eficiente quando comparado a quinze dias de fornecimento e ainda causaria
efeitos mais sutis a nivel de tamponamento sanguineo, assim como observado em novilhas
por Pizoni et al., (2017). Com isso, o uso da dieta por um periodo reduzido seria capaz de

diminuir o custo de producao.

Concluséao

Concluimos que vacas pluriparas desafiadas a uma diminui¢do do célcio sanguineo
apresentaram 0 mesmo comportamento frente a homeostase do calcio, independente do
periodo de fornecimento da dieta anidnica, portanto onze dias de fornecimento da dieta seria

suficiente para obter os efeitos desejados sobre 0 metabolismo do célcio.
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Dieta anidnica na prevencao de hipocalcemia e seu efeito sobre o status
inflamatorio de vacas leiteiras no periodo pés-parto

Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a concentracdo de calcio e o status inflamatorio de
vacas leiteiras no periodo pés-parto submetidas a dietas com diferentes balancos
cation-aniénicos durante o pré-parto. Foram utilizadas 14 vacas pluriparas divididas
em dois grupos: GA recebeu dieta anibnica no pré-parto e GN recebeu dieta neutra
no pré-parto. Coletas de urina realizadas no pré-parto comprovaram a eficacia da
dieta. Amostras de sangue foram coletadas a cada doze horas a partir do momento
do parto até setenta e duas horas pos-parto. Foram mensuradas as concentracdes
de albumina (ALB), calcio total (CaT), célcio ionizado (iCa), haptoglobina (HAP),
globulina (GLOB), paraoxonase (PON-1) e proteinas séricas totais, além da
ocorréncia de hipocalcemia subclinica. Ndo houve diferenca entre os valores de
CaT, iCa e HAP entre os grupos. Os valores de ALB, GLOB e proteinas séricas
totais foram menores no GA quando comparados ao GN (P<0,05) enquanto os
valores de PON-1foram maiores no GA comparados ao GN (P<0,05). Os animais do
GA apresentaram 33,3% de hipocalcemia subclinica durante o periodo avaliado
contra 66,7% do GN (P<0,05). O fornecimento de dieta anibnica diminuiu a
ocorréncia de hipocalcemia subclinica em vacas pluriparas e com isso melhorou o

status inflamatorio dos animais.
Palavras — chave: Pés-parto, pluriparas, DCAD, proteinas de fase aguda
Abstract

The aim of the study was to evaluate the inflammatory status of dairy cows submitted
to diets with different cation-anionic balances during prepartum. Fourteen pluriparous
cows were divided into two groups: GA received an anionic diet in the prepartum and
GN received a neutral diet in prepartum. Prepartum urine collections proved the
efficacy of the diet. Blood samples were collected every 12 hours from the partum to
72 hours postpartum. The albumin (ALB), total calcium (CaT), ionized calcium (iCa),
haptoglobin (PAH), globulin (GLOB), paraoxonase (PON) and total serum proteins
concentrations were measured, as well as the occurrence of subclinical
hypocalcemia. There was no difference between the CaT, iCa and HAP values

between groups. ALB, GLOB, and total serum protein values were lower in GA when
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compared to NG (P <0.05), while PON-1 values were higher in GA compared to NG
(P <0.05). The GA animals presented 33.3% subclinical hypocalcemia during the
evaluated period against 66.7% of GN (P <0.05). The supply of anionic diet
decreased the occurrence of subclinical hypocalcemia in pluriparous cows and, with

this, improved the inflammatory status of the animals.
Keywords: postpartum, pluriparous, DCAD, acute phase proteins
Introducéo

O periodo de transicdo para vacas leiteiras € o momento mais delicado da
sua vida produtiva, pois passam de um estado gestacional ndo lactante para nao
gestacional lactante. Essa mudanca ocasiona importantes alterac6es enddcrinas,
metabdlicas e nutricionais devido ao aumento no requerimento de energia que deve
ser direcionada para o crescimento fetal e lactogénese (Chapinal et al., 2011;
Esposito et al., 2014), e a reducdo da ingestdo de matéria seca (IMS) relacionada as
mudancas fisicas, comportamentais, metabdlicas e hormonais (Allen et al, 2005;
Grummer et al, 2004).

A reducdo na ingesta aliada ao aumento do requerimento energético e
mineral faz com que o animal se torne suscetivel a diversos disturbios metabdlicos
(Weaver et al., 2016). Um dos mais importantes é a hipocalcemia subclinica,
ocasionada pela reducdo das concentracdes séricas de calcio. O calcio esta
envolvido em processos cruciais do pré-parto, como crescimento fetal, producdo de
colostro e leite, além da contracdo muscular que auxilia o parto (Brozos, et al., 2011;
Kara et al., 2013).

A hipocalcemia contribui para a imunossupresséao, pois, reduz a entrada de
calcio nas células de defesa, reduzindo sua atividade celular (Martinez et al., 2014).
Este quadro de imunossupressao também é exacerbado pelo aumento na liberagcéo
de mediadores inflamatorios também chamados de proteinas de fase aguda (PFA).
As PFA sdao sintetizadas no figado e podem ser classificadas em positivas, como a
haptoglobina (HAP) (Schneider et al., 2013A), ou negativas, como a albumina (ALB)
e paraoxonase (PON) (Bionaz et al., 2007), de acordo com o aumento ou diminui¢ao
de seus niveis durante a resposta inflamatéria. Alteracdes na concentracdo das PFA
podem estar relacionadas a baixa funcionalidade hepéatica (Bertoni et al., 2008),

reducado na fertilidade (Krause et al., 2014), ocorréncia de mastite (Colla et al., 2009;
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Costa et al., 2007), doencas uterinas (Schneider et al. 2013A) e também doencas
subclinicas (Gronlund et al. 2005).

Afim de tentar minimizar a ocorréncia de transtornos causados pela queda de
calcio sérico no pos-parto, diferentes estratégias podem ser utilizadas (Amanlou et
al., 2016;Weaver et al., 2016), dentre elas, a dieta anibnica pré-parto. A adicdo de
anions como cloro e enxofre a dieta pré-parto tem o objetivo de ativar 0 mecanismo
de homeostase do calcio. O organismo tenta compensar 0 excesso de anions
mobilizando H*, queinduz na vaca uma leve acidose metabdlica e por
consequénciaativa o paratorménio (PTH) que ira atuar a nivel 6sseo aumentando a
ressor¢cdo Ossea; e a nivel renal ativando a vitamina D3 (1,25(0OH)2D3) que ira
aumentar a absorcdo intestinal de calcio elevando a quantidade do mineral no
sangue (Goff, 2014).

Assim, a hipotese deste estudo é que vacas submetidas a dieta aniénica no
periodo pré-parto tenham menor ocorréncia de hipocalcemia subclinica, tendo assim
uma diminuicdo dos efeitos deletérios da baixa do calcio sobre a imunidade, medido
através das proteinas de fase aguda. O objetivo do estudo foi avaliar a concentracao
de calcio e o status inflamatdrio de vacas leiteiras no periodo pos-parto submetidas

a dietas com diferentes balangos cation-anidnicos durante o pré-parto.
Materiais e métodos

O experimento foi realizado em uma propriedade leiteira ao sul do Rio Grande
do Sul, no municipio de Rio Grande, nas coordenadas geograficas 32 ° 16 'S, 52 °
32'E.

Foram utilizadas 14 vacas da raca Holandés, com meédia de 3 a 5 lactagdes,
em sistema de criagcdo semi-extensivo. Os animais foram divididos aleatoriamente
em 2 grupos de acordo com o fornecimento da dieta anibnica. O grupo GA (n=7)
recebeu dieta aniGnica por quinze a vinte e um dias pré-parto (DCAD = -27,13
mEQ/100g MS), enquanto o GN (n=7) recebeu dieta neutra nesse mesmo periodo
(DCAD: -3,25mEq@/100g MS). Amostras de urina foram coletadas no pré-parto
através de estimulo manual para verificacdo da eficacia das dietas (Spanguero,
2004) atraves da analise do pH realizado com o pHmetro de bancada (MPA 210, MS
Tecnopon, Brasil), sendo analisado de 3 em 3 dias a partir do inicio do fornecimento

da dieta. A andlise bromatoldgica e mineral da dieta fornecida para os diferentes
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grupos foi realizada através do método de Near Infrared spectroscopy (NIRS) e

analise quimica respectivamente(Juniper et al., 2006)(Tabela 1).

Tabela 1: Ingredientes e composi¢ao nutricional da dieta pré-parto.

Ingredientes (%) Paalrhrizde Pastagem Concentrado A* Concentrado N* Silagem
Dieta Anibnica 33,3 25 41,6 - -
Dieta Neutra 16,8 8,3 - 41,6 33,3
Composicdo Nutricional (%)

Matéria Seca 82,59 94,23 94,67 93,72 33,22
Proteina Bruta 7,84 19,98 22,65 22,78 6,35
FDN' 74,32 47,41 28,05 16,60 31,95
FDA? 54,16 31,02 18,59 9,70 3,91
Lignina - 2,95 - - 7,76
Lipideos (EE) 1,72 1,90 2,95 7,55 3,78
Cinzas 17,08 11,50 9,46 12,14 4,32
Calcio - 0,69 1,46 1,73 0,18
Fosforo - 0,29 0,82 1,26 0,23
Potéssio - 3,02 1,26 1.30 0.97
Magnésio - 0,18 0,61 0.73 0.18
Enxofre - 0,20 1,05 0.90 0.10

‘Concentrado A: composto por 33,7% de Milho Moido, 26% de Farelo de Soja, 28% de
Farelo de Arroz, 3,3% de Calcéario, 4% de Sal Anidnico e 1% de Premix Vitaminico.
Concentrado N: mesma composicdo do A, porém com 2,5% de Sal Anidnico® FDN - Fibra
detergente neutro; > FDA - Fibra detergente Acido;

As coletas de sangue foram realizadas por puncdo da veia coccigea,
utilizando o sistema Vacutainer (BD Diagnostics, Sao Paulo, Brasil), sendo coletadas
amostras de sangue em um tubo sem anticoagulante (10mL) para analises
bioguimicas, dentre elas determinagcdo dos parédmetros de calcio total (CaT),
proteinas séricas totais, albumina (ALB), globulina (GLOB), haptoglobina (HAP) e
paraoxonase (PON-1); e outra em tubo (4mL) contendo heparina sédica para a
realizagdo de célcio ionizado (iCa).

As coletas de sangue foram iniciadas imediatamente ap0s o parto,
caracterizando a hora O e posteriormente 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas pos-parto.
ApoOs a coleta, o sangue foi submetido a centrifugacdo a 1800xg para obtencéo de
amostras de soro, as quais foram identificadas e congeladas a -70 °C.

A concentracdo serica de CaT, proteinas séricas totais e ALB, foram
analisados por colorimetria utilizando kits enzimaticos (Labtest Diagnéstica S.A.,
Brasil). Para a leitura, foi usado o espectrofotometro de luz visivel (FEMTO 700Plus,

FEMTO Industria e Comércio de Instrumentos, Sdo Paulo, Brasil), as GLOB foram
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quantificadas através da formula (GLOB = proteinas séricas totais — ALB) (Labtest
Diagnéstica S.A., Brasil, Ref. 90). Para a analise do iCa foi utilizado o aparelho i-stat
(AbbottLaboratories,Abbott Park, IL USA). A concentracdo de HAP foi analisada por
uma técnica colorimétrica descrita por (Jones e Mold 1984) adaptada por (Schneider
et al.,, 2013) usando um leitor de microplacas (Thermo Plate® TP-Reader, S&o
Paulo, Brasil). A atividade de PON-1foi analisada pelo método cinético através de
um protocolo previamente descrito (Browne et al., 2007) e a leitura realizada no
espectrofotometro de luz ultravioleta (FEMTO Cirrus 80MB, FEMTO Industria e
Comeércio de Instrumentos, S&o Paulo, Brasil).

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do programa
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). Para tal, foi utilizada
analise de variancia com Mixed Model para comparacdo dos grupos, coletas e sua
interacdo (grupo x coleta) atravées do teste de Tukey HSD. Também foi realizado Qui
Quadrado para avaliacdo de frequéncia de hipocalcemia subclinica e para testar a
correlacdo de Pearson entre as variaveis paramétricas dentro de cada grupo foi
utilizado o procedimento CORR (P<0,05). Foi considerado diferenca estatistica
P<0,05.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas (Cod.23110).

Resultados e Discusséo

Os resultados da verificacdo do pH da urina ficaram em média 5,9 (x0,13)
para o GA e 7,4 (£0,24) para o GN comprovando a eficacia da dieta anidnica em
manter o pH urinario abaixo de 6,0, como encontrado por Goff et al. (2014) utilizando

uma dieta anidnica e outra catidnica no pré-parto.

Os resultados das concentragbes de calcio demonstraram que ndo houve
diferenca estatistica no CaT e iCa entre os grupos durante o periodo avaliado
(P=0,27 e P=0,77, respectivamente) (Tabela 2), ou seja, a dieta nao foi capaz de
aumentar as concentracdes meédias de calcio no GA. Quanto a ocorréncia de
hipocalcemia, os animais foram avaliados individualmente e notou-se que o GA
apresentou 33,3% de ocorréncia de hipocalcemia subclinica (iCa < 4mg/dL) (Goff,
2014) em pelo menos um momento do periodo de avaliacdo, enquanto que o GN

apresentou 66,7% dos animais com ocorréncia de hipocalcemia subclinica (P<0,05).
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Como visto por Kimura et al. (2006) e Reinhardt et al. (2011), 47% das vacas
apresentam algum grau de hipocalcemia até a segunda lactacdo mesmo com a
utilizacao dieta anibnica.

A hipocalcemia pode alterar a sintese de PFA, como demonstrado por Feijo et
al. (2017), que encontraram maiores valores de HAP no pré-parto e menorPON-1 no
pés-parto de vacas com hipocalcemia subclinica refletindo na reducéo do escore de
condicdo corporal (ECC) e diminuicdo da producdo de leite. Isso se da,
possivelmente pelo célcio estar envolvido em diversos processos no organismo
animal, como sintese e proliferacdo celular, diferenciacdo e motilidade, como
segundo mensageiro e cofator enzimético (Goff et al., 2014). Em nosso estudo a
dieta anibnica reduziu a ocorréncia de hipocalcemia subclinica, o que refletiu
positivamente na concentracdo de PON.

A PON € uma proteina de fase aguda negativa (Bossaert et al., 2012) e é
composta por trés porcdes, a PON-1, é encontrada no soro e compde a maior parte
da molécula de PON (Schneider et al., 2013B), ja foi descrita como uma enzima
antioxidante (Turk et al., 2008) e também relacionada com um melhor
desenvolvimento embrionario in vitro (Rincon et al., 2016);em animais desafiados
com LPS seus niveis reduziram oito horas apds o desafio (Campos et al., 2017),
demonstrando ser um bom marcador de inflamacédo. A PON-2 estd mais relacionada
a atividade intracelular e a PON-3 também encontrada a nivel sérico, mas numa
concentracdo cem vezes menor que a PON-1(Schneider et al., 2013B). Em nosso
estudo a PON-1 foi menor no GN em todo periodo (P<0,01). Esta proteina ja teve
sua reducdo no periparto associada a ocorréncia de metrite e endometrite no pos-
parto (Bionaz et al., 2007; Schneider et al., 2013A). Baseado nesses fatos
poderiamos sugerir que o GN seria mais predisposto a desenvolver doencas
uterinas no decorrer da lactacdo e ainda ser mais suscetivel ao estresse oxidativo
(Turk et al., 2008).
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Tabela 2: Parametros bioquimicos e proteinas de fase aguda (média + erro padrao
da média) de vacas leiteiras no pos-parto que receberam dieta aniénica ou neutra

durante o pré-parto.

ParAmetros I?ieta Dieta Valor de P
anidnica neutra  Grupo Dia Grupo x Dia

Albumina (g/dL) 29,6°+0,04 30,9°+0,04 0,03 0,21 0,53
Célcio total (mg/dL) 8,71+0,16  8,97+0,16 0,27 0,56 0,63
Célcio ionizado (mg/dL) 4,27+0,06 4,25+0,06 0,77 0,98 0,86
Globulina (g/dL) 44,4°+0,09 47,3°+0,08 0,02 0,93 0,98
Haptoglobina (g/L) 0,32+0,04 0,43+0,04 0,07 <0,01 0,06
Paraoxonase (U/mL) 83,13%+3,60 69,01°+3,34 <0,01 0,89 0,66
Proteinas Séricas Totais (g/L) 74,1°+0,08 7,83°+0,08 <0,01 0,98 0,90

abc| atras mintsculas diferem entre si na mesma linha.

Ao analisar as proteinas séricas totais foi possivel observar que o GN
apresentou os maiores valores quando comparado ao GA em todo periodo (P<0,01).
As GLOB também foram maiores em GN em todo periodo (P<0,05). Acredita-se que
a dieta anidnica tenha causado uma acidificagdo no pH ruminal e com isso
diminuicdo da IMS (Razzagui et al., 2012) refletindo em uma menor quantidade de
proteinas consumidas e com isso menor concentracdo de proteinas no grupo GA
(Kaneko et al.,, 2008).Da mesma forma, a ALBtambém apresentou menor
concentracdo no GA em todo periodo (P<0,05), podendo estar refletindo uma
condicao referente ao pré-parto, visto que sua concentracdo sérica pode demorar
em torno de vinte dias para se alterar devido ao seu tempo de sintese e degradacéo
(Gonzalez et al., 2000).

Na tabela 3 estdo descritas as correlagdes entre a dieta anibnica ou neutra
com os diferentes parametros séricos analisados. No GA houve correlagdo negativa
entre ALB e GLOB (r = -0,56, P<0,01), HAP e PON-1(r = -0,33, P<0,03); e
correlagdo positiva entre CaT e iCa (r = 0,65, P<0,01), iCa e PON-1(r = 0,37,
P<0,01), iCa e Proteinas séricas totais (r = 0,27, P<0,05), GLOB e PON-1(r = 0,29,
P<0,05), GLOB e Proteinas seéricas totais (r = 0,81, P<0,01) e PON-1e Proteinas
séricas totais (r = 0,33, P<0,03). No GN houve correlacdo negativa entre ALB e
GLOB (r =-0,26, P<0,05), ALB e HAP (r =-0,29, P<0,04) e GLOB e PON-1(r = -0,35,
P<0,01); e correlacéo positiva entre ALB e PON-1(r = 0,57, P<0,01), CaT e iCa (r =
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0,81, P<0,01), CaT e PON-1(r = 0,26, P<0,05), iCa e PON-1(r = 0,26, P<0,05) e
GLOB e Proteinas séricas totais (r = 0,89, P<0,01). As correlagbes demonstram a
influéncia que um metabdlito tem sobre outro. Em nosso estudo observamos que o
calcio exerce algum tipo de funcdo sobre a PON, que corroboraria com os dados ja

descritos acima. Além das correlacdes entre as proteinas, que ja eram esperadas.

Tabela 3: Correlacdo entre os parametros bioquimicos séricos de vacas leiteiras no

poOs-parto que receberam dieta anibnica ou neutra durante o pré-parto.

GA ALB' cCaT® ica® GLOB* HAP® PON-1° PST’
Albumina® - -0,05 0,17 -056  -0,13 -0,04 0,007
Célcio Total® - - 0,65 0,12 -0,23 0,04 0,11

Calcio ionizado® - - - 0,12 -0,22 0,37 0,27*
Globulina* - - - - -0,008 0,29 0,81*
Haptoglobina® - - - - - -032 -0,10
Paraoxonase® - - - - - - 0,33
Proteinas Séricas Totais’ - - - - - - -

GN ALB! caT? ica® GLOB* HAP® PON® PST’
Albumina® - 0,20 024 -0,26 -0,29° 0,57 0,18

Célcio Total® - - 0,81° 0,03 -0,04 0,26 0,13

Célcio ionizado® - - - -0,09 -0,12 0,26 0,01

Globulina* - - - - -0,02 -0,35 0,89
Haptoglobina® - - - - - -0,23 -0,16
Paraoxonase® - - - - - - -0,09

Proteinas Séricas Totais’

"P<0,05 ***Numeros legendam os parametros das colunas nas linhas.

Assim, a dieta anibnica utilizada no pré-parto alterou de forma positiva o
status inflamat6ério de vacas no pés-parto por ter reduzido a ocorréncia de
hipocalcemia subclinica, que como visto por Feij6 et al. (2017) € responséavel por
alterar a sintese de PFA positivas e negativas, ainda que possa ter causado um
efeito deletério no metabolismo proteico devido a acidificacdo ruminal que pode
ocasionar (Razzaghi et al.,2012).

Concluséo
O fornecimento de dieta anibnica diminui a ocorréncia de hipocalcemia
subclinica em vacas pluriparas e com isso melhora o status inflamatorio dos animais,

medido através dos niveis de proteinas de fase aguda.
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4 Considerac¢des Finais

A hipocalcemia ainda é um dos mais importantes transtornos metabdlicos de
vacas leiteiras por estar envolvida na ocorréncia de outros distirbios no pds-parto
recente. A ocorréncia da doenca, mesmo na forma subclinica afeta a sintese das
proteinas de fase aguda proporcionando a esses animais maiores chances de
desenvolverem doencas infeciosas, jA que as essas proteinas sdo preditoras do
processo inflamatério.

A dieta anidnica, por ser uma importante estratégia utilizada na prevencéao de
hipocalcemia deve seguir sendo estudada e utilizada de forma que néo prejudique
ainda mais o sistema imune das vacas no periparto e sim que consiga contribuir com
a diminuicdo dos transtornos no periodo de transicao.

Além dos beneficios na saude dos animais, o controle da dieta anidnica
possibilitaria um menor custo de producdo o que contribuiria ainda mais para o

crescimento da cadeia leiteira no pais.
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