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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar indicadores
hemogasométricos e metabdlicos nas primeiras horas pos-
parto de vacas leiteiras, que receberam diferentes dietas
cation-anidnica no pré-parto. Vacas da ra¢a Holandesa Preta
e Branca (HPB) (n=14), multiparas, foram divididas em dois
grupos: dieta acidogénica (DA -27,13 mEq/100g de MS) (n=7)
e dieta neutra (DN -3,25 mEq/100g de MS) (n=7), fornecidas
a partir de 30 dias antes da previsao do parto. Amostras
de urina foram coletadas a cada trés dias ap0s o inicio da
suplementacdo até o dia do parto, para a verificagao do pH.
Amostras de sangue foram coletadas as 0, 6, 12, 24, 36, 48,
60 e 72 horas poOs-parto, para analises hemogasomeétricas e

Submetido bioquimicas. Os animais que receberam DA apresentaram
fciiéa”e”o de 2021 pH urinario menor. A concentracdo sérica de calcio total,
22 de junho de 2021, calcio ionizado e a incidéncia de hipocalcemia subclinica
Publicado nao diferiram entre os grupos. Animais que receberam DA
23 de julho de 2021. apresentaram reducdo nos niveis sanguineos de proteinas

www.revistas.ufa.br/vet plasmaticas totais, globulinas, bicarbonato e pH sanguineo,

Como citar - disponivel no além de aumento na atividade de paraoxonase-1 (PON-1) e

site, na pagina do artigo. reducdo na concentracdo de haptoglobina em rela¢do aos
animais da DN. Como conclusao podemos inferir que, dietas
acidogénicas podem alterar o pH sanguineo, interferir na
sintese de proteinas, e provavelmente melhorar a capacidade
antioxidante.
Palavras-Chave: acido-base, hipocalcemia subclinica,
hemogasometria, vacas leiteiras.

Abstract

This study aimed to evaluate hemogasometric and metabolic
indicators in the first postpartum hours of dairy cows that
received different cation-anion diets in the prepartum
period. Holstein cows (n=14), multiparous, were divided into
two groups: ACIDOGENIC DIET (DA -27.13 mEqg/100 g of DM)
(n=7) and NEUTRAL DIET (DN -3.25 mEg/100 g of DM) (n=7),
provided from 30 days before the expected calving. Urine
samples were collected every three days from the beginning
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of supplementation until the day of delivery for pH verification. Blood
samples were collected at 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 and 72 h postpartum
for hemogasometric and biochemical analyses. The animals that
received DA presented lower urinary pH. The serum concentration
of total calcium, ionized calcium and the incidence of subclinical
hypocalcemia did not differ between groups. Animals that received
DA presented reduction in blood levels of total plasma proteins,
globulins, bicarbonate and blood pH, in addition to increased activity
of paraoxone-1 and reduction in the concentration of haptoglobin
from animals of DN. In conclusion we can infer that, anionic diets can
alter blood pH, interfere with protein synthesis, and probably improve
antioxidant capacity.

Keywords: acid-base, subclinical hypocalcemia, hemogasometry,
dairy cows.

Introducao

Dietas com balanco cation-aniénico diferente (BCAD) sdo utilizadas em diferentes
periodos durante a vida produtiva de vacas leiteiras, tais como periodo seco, no pré e
no pds-parto! 2. Atualmente, a dieta acidogénica fornecida antes do parto € utilizada
para prevencdo da hipocalcemia, caracterizada por Ca, sérico < 8,0mg/dL e/ou Ca, <
4,0mg/dL®)., A sua acdo é baseada no fornecimento de sais anidnicos com o objetivo
de reduzir o BCAD® 7,

O BCAD representa a diferenca entre os cations (sédio Na*, potassio K*) e os anions
(Cloro CI e enxofre SO,) presentes na dieta, em miliequivalentes (mEq) de (Na*+K*) -
(Cl+S0O,) por 100 g de matéria seca (MS). Para obter adequada dieta acidogénica &
necessario que a soma dos seus ingredientes sejam de aproximadamente de -10 a -20
mEQq/100g MS®. Sua principal a¢do é diminuir o pH sanguineo e consequentemente,
ativar o mecanismo homeostatico do calcio, que ocorre devido ao aumento da
sensibilidade dos receptores de calcio na paratireoide, que aumentam a secrec¢do do
paratormonio®.

A eficacia de acidificacdo do sangue pode ser confirmada pelo pH urinario, o qual
pode ser verificado a partir de 48 horas apds a mudanca de dieta, sendo que valores
abaixo de 6,8 ¢ indicativo da administracdo correta dos sais anidnicos""?. A utilizacao
destes sais por 11 dias ja promove a ativacdao homeostatica do calcio no pés-parto de
vacas leiteiras"” Entretanto, nos sistemas produtivos a dieta acidogénica geralmente
é indicada pelo periodo minimo de 21 dias antes da previsdo do parto> '3, devido a
incerteza da data do parto.

Durante o periparto da vaca leiteira, a necessidade de calcio varia: no pré-parto sao
necessarios cerca de 30 a 50g/dia, direcionados para o feto, glandula mamaria (colostro
no pré-parto e leite no pds-parto) e para sua mantenca; ja no pds-parto imediato, as
necessidades diarias podem chegar a 100g de calcio/dia® ', Conforme a producgao
de colostro e leite, a secrecdo de calcio pode chegar até 2,3g/L somente no colostro,
sendo que numa vaca que produz 40L de leite/dia, o calcio secretado pode serde 7a 10
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vezes superior aos niveis de calcio ionizado (Ca) disponivel no organismo, predispondo
a hipocalcemia® . Para manter os niveis fisiologicos de calcio total (Ca) circulante
€ necessario que o organismo ative mecanismos homeostaticos, processo que pode
demorar até 72h, predispondo o animal a hipocalcemia subclinica, que pode evoluir
para quadros clinicos e até obito® 19,

A hipocalcemia subclinica, pode ocasionar uma cascata de eventos como a diminuicdo
da ingestdao de MS (IMS), retencao de placenta, prolapso de Utero, deslocamento de
abomaso, cetose, metrite e redu¢ao no desempenho reprodutivo®2Y, o que prejudica a
saude e produtividade do animal. A diminuicao dos niveis de calcio no sangue, também
pode causar reducao de suas reservas celulares, o que prejudica de forma direta a
resposta imune, contribuindo para um estado de imunossupressaol® 22, Por esse
motivo, faz-se necessario a prevencdo desse transtorno, sendo a dieta acidogénica a
estratégia mais utilizada. Mesmo com o seu fornecimento a prevaléncia da hipocalcemia
é alta, podendo chegar atingir mais da metade dos animais, dependendo do numero
de lacta¢Bes e do nivel de producado de leite®?329,

APON-1éuma proteina de fase aguda negativa produzida pelo figado, com a capacidade
de prevenir a oxidacdo do HDL e LDL, capacidade de hidrolisar organofosfatos
xenobidticos, protecdo a radicais livres por limitar a oxidacdo de fosfolipidios e inibicao
na producdo de perdxidos®. A PON-1 é bastante estavel em condi¢bes normais,
porém durante eventos inflamatérios ou em doencas hepaticas crdnicas, seus niveis
diminuem®”. Ja a haptoglobina € a uma das proteinas de fase aguda positiva mais
sensiveis em bovinos, com propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras®®®),
podendo aumentar mais de 100 vezes sua concentracdo plasmatica durante infeccdes®,
além de possuir propriedades antioxidantes, com capacidade de se ligar a hemoglobina,
inibindo a atividade oxidativa do grupamento hemet?,

Diante do exposto, a hipdtese do estudo é que dietas altamente acidogénicas no
pré-parto podem alterar parametros hemogasométricos e bioquimicos no pds-parto
e o0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes dietas sobre o perfil
hemogasométrico, mineral, proteicos e energéticos de vacas leiteiras nas primeiras
horas pds-parto que receberam diferentes dietas cation-anidnicas no pré-parto.

Materiais e métodos

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) registrado sob cddigo 2563.

Este estudo foi realizado em uma propriedade leiteira no sul do Rio Grande do Sul, no
municipio de Rio Grande (32° 16 'S, 52 ° 32’ L). Foram selecionadas 14 vacas gestantes
da raca holandesa preta e branca, multiparas, entre terceira e quarta lactagao, com
escore de condicdo corporal (ECC) entre 3,0 e 3,58", As vacas permaneciam em regime
de manejo semiextensivo, com alimenta¢dao em cocho coletivo sendo oferecida a dieta
apos a ordenha e foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: dieta acidogénica
(DA, n=7) e dieta neutra (DN, n=7). No grupo DA a alimentacdo foi balanceada para
-27,13mEg/100g MS, enquanto no grupo DN a alimentacdo foi balanceada para
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-3mEqg/100g MS. Ambas dietas foram fornecidas 30 dias antes do parto (Tabela 1).

Tabela 1. Ingredientes e composi¢cdo nutricional das dietas acidogénica e neutra
fornecidas para as vacas leiteiras durante o pré-parto

. BCAD'
Imgieelizmies el el Pastagem Concentrado* Concentrado* Silagem mEq/100

(%) arroz g MS

D. Acidogénica 334 25 41,6 - - -27,13

D. Neutra 16,8 8,3 - 41,6 33,3 -3,25

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 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
Foésforo - 0,29 0,82 1,26 0,23
Potassio - 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 composto por 33,7% de Milho Moido, 28% de Farelo de Soja, 30% de Farelo de Arroz, 3,3%
de Calcario, 4% de Sal Anidnico e 1% de Premix Vitaminico. ' Diferenca do Balango Cation-Anidnico. *Fibra
Detergente Neutra. 3Fibra Detergente Acida.

O pH da urina foi analisado no pré-parto através de pHmetro de bancada (Tecnopon,
PA-210- SP, Brasil), a cada trés dias a partir do inicio da suplementacao, antes da
suplementacdo. A anadlise bromatoldgica e mineral da dieta (pastagem, silagem e
concentrado) fornecida para os diferentes grupos foi realizada em laboratério comercial
(3rLab - Minas Gerais, Brasil) através do método de NIRS (Near Infrared spectroscopy).

Amostras de sangue foram coletadas através da punc¢do do complexo artério coccigea
em tubos sem anticoagulante (BD Diagnostics, Sao Paulo, Brasil), aos 21 £ 6 dias antes
do parto (coleta -1), e as 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72h apd6s o parto. As amostras de
sangue foram centrifugadas a 1800 x g por 15min para obtencdo do soro, e congeladas
a -80°C, para posteriores analises.

As concentragdes séricas de calcio total (Ca), magnésio, albumina, ureia, proteinas
plasmaticas totais (PPT) e creatinina foram analisadas utilizando kits comerciais (Labtest
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Diagnostica S.A., Brasil), em equipamento bioquimico automatico (Lambax Plenno-
Labtest Diagndstica S.A., Brasil). Os niveis de globulinas foram estimados através da
férmula (Globulinas = PPT - albumina).

Para verificar a concentragdo sérica de calcio ionizado (Ca), pH (potencial hidrogénio
idnico), bicarbonato, pCO, (pressao parcial de gas carbdnico), pO, (pressado de oxigénio),
sO, (saturacdo do oxigénio), TCO, (teor de gas carbdnico), Na* (sodio), K* (potassio),
hemoglobina, hematdcrito e glicose foi utilizado o medidor bioquimico portatil I-Stat
(Aboot -EUA) utilizando cartuchos GC+8. Imediatamente apds as colheitas de sangue
pela veia coccigea em tubos vacutainer heparinizados (BD Diagnostics, Sdo Paulo,
Brasil), o cartucho CG8+ era preenchido com sangue e a leitura verificada no I-Stat.
Animais com niveis de Ca, < 4,0 mg/dL em pelo menos trés momentos no pos-parto,
em qualquer momento de coleta, foram considerados com hipocalcemia subclinica® ©.

A concentracdo de haptoglobina foi analisada por técnica colorimétrica conforme
descrito por Jones and Mould®? e adaptada por Schneider, Corréa®® usando um
leitor de microplacas (Thermo Plate® TP-Reader, Sao Paulo, Brasil). A atividade de
paraoxonase-1 (PON-1) foi analisada por método cinético através de um protocolo
previamente descrito por®? e aleitura realizada no espectrofotdmetro de luz ultravioleta
(FEMTO Cirrus 80MB, FEMTO Industria e Comércio de Instrumentos, Sao Paulo, Brasil).

A andlise estatistica foi realizada usando o software SAS versdo 9.1 (SAS ® Institute
Inc., Cary, NC, EUA, 2009). As concentracBes sanguineas de todos os metabdlitos e
indices hemogasomeétricos, foram analisados pelo método de variancia (ANOVA) com
o procedimento MIXED para avaliar o efeito do grupo e horas e suas interacdes, teste
exato de Fisher para avaliacdo de frequéncia de hipocalcemia subclinica e estatistica
descritiva para analisar o pH urinario. Foi considerado diferenca estatistica p<0,05.
Todos os resultados sdao apresentados em Média + Erro Padrao da Média (EPM).

Resultados

O pH urinario dos animais que receberam DA foi de 5,9 £ 0,13, enquanto 0s animais
qgue receberam DN o pH foi de 7,4 + 0,24.

Nenhum animal apresentou hipocalcemia clinica durante o estudo. Quando avaliada
a incidéncia de hipocalcemia subclinica (Ca, < 4,0 mg/dL)®, 71,4% (5/7) dos animais que
receberam DN e 42,9% (3/7) dos que receberam DA apresentaram o quadro subclinico,
entretanto, as concentragdes de Ca, (figura 1A) e Ca,(figura 1B) ndo diferiram entre os
grupos (p=0,46 e p=0,76, respectivamente, Tabela 2).
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Figura 1. Medias * erro padrdo da média da concentra¢do de calcio ionizado (A) e
Calcio total (B) de vacas leiteiras nas primeiras horas apds o parto, submetidas a
dietas neutras ou acidogénicas no pré-parto. DA - Dieta Acidogénica; DN - Dieta
Neutra; G = Grupos; H = horas; G*H = interacdo entre grupos e horas
Tabela 2. Parametros metabdlicos e hemogasométricos (Média + EPM) de vacas leiteiras que
receberam dieta acidogénica (DA -27,13mEq/100g de MS) ou dieta neutra (DN -3,25mEqg/100g

de MS) no pré-parto

Parametros Grupos Valores de p

Metabélicos DA DN Grupo Hora G*H
Calcio total (mg/dL) 8,82+0,15 8,75+0,15 0,76 0,27 0,95
Calcio ionizado (mg/dL) 4,17 + 0,06 4,10 + 0,06 0,46 0,56 0,93
Magnésio (mg/dL) 2,03 £ 0,05 2,12 £ 0,05 0,19 <0,01 0,99
Sédio (mmol/L) 144,76 + 0,30 143,59 + 0,30 0,01 <0,01 0,72
Potassio (mmol/L) 4,50 £ 0,06 4,39 £ 0,06 0,22 0,08 0,98
Glicose (mg/dL) 58,50 + 1,37 62,14 + 1,33 0,06 <0,01 0,52
PPT" (g/dL) 7,41 £ 0,06 7,74 £ 0,06 <0,01 0,87 0,96
Albumina (g/dL) 2,96 + 0,04 3,08 £ 0,04 0,05 0,14 0,6
Globulinas (g/dL) 4,44 + 0,07 4,66 £ 0,07 0,03 0,76 0,98
Paraoxonase-1 (U/mL) 83,14 + 3,60 69,02 + 3,34 <0,01 0,89 0,67
Haptoglobina (g/L) 0,32 +0,04 0,43 £ 0,04 0,07 <0,01 0,06
Ureia (mg/dL) 55,85+ 0,30 52,90 + 1,99 0,30 <0,01 0,57
Creatinina (mg/dL) 1,39+ 0,04 1,40 £ 0,04 0,89 0,04 0,64

Hemogasométricos

pH Sanguineo 7,37 £ 0,01 7,41 £ 0,01 0,01 <0,01 0,94
Pressdo de CO,(mmHg) 44,10 + 1,09 44,27 + 1,05 0,92 0,99 0,92
Bicarbonato (mmol/L) 26,92 + 0,47 28,62 + 0,46 0,02 <0,01 0,96
Total de CO,(mmol/L) 28,45 + 0,52 29,81+ 0,49 0,05 <0,01 0,99
Pressdo de O,(mmHg) 51,71 £3,13 46,97 + 3,25 0,29 0,75 0,63
Saturagdo de O, (%) 82,51+ 2,28 82,36 +2,19 0,46 0,56 0,57
Hematocrito (%) 25,57 £ 0,28 25,21 £ 0,27 0,36 0,24 0,91
Hemoglobina (mg/dL) 8,70 £ 0,09 8,57 + 0,09 0,33 0,26 0,91

" Proteinas Plasmaticas Totais.
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Os niveis séricos de sodio foram maiores (144,76 + 0,30 vs. 143,59 £ 0,30; p=0,01) e as
concentra¢des de PPT foram menores (7,41 + 0,06 vs. 7,74 £ 0,06; p<0,01) nos animais
do grupo DA. Observou-se queda nas concentra¢es de GLOB (4,44 + 0,07 vs. 4,66 +
0,07; p=0,01), no pH sanguineo (7,37 £ 0,01 vs. 7,41 £ 0,01; p=0,01) e na concentracao de
bicarbonato (26,92 + 0,47 vs. 28,62 + 0,46; p=0,02) nos animais do grupo DA. A atividade
de PON-1 foi maior nos animais do grupo DA (83,14 + 3,60 vs. 69,02 + 3,34 p<0,01),
enquanto os niveis de haptoglobina tenderam a serem menores nestes animais (0,32 +
0,04 vs. 0,43 + 0,04; p=0,07).

Discussao

O presente estudo apresentou variacdes metabdlicas no pds-parto recente de vacas
leiteiras que receberam dietas com diferentes BCAD no pré-parto. Santos, Lean®
afirmaram que animais com pHurinario reduzido possuem menor risco de hipocalcemia,
entretanto, Goff® afirmou que a reducdo no pH urinario abaixo de 6,2 em vacas da
raca holandesa por tempo prolongado, poderia provocar acidose metabdlica severa,
reduzindo a IMS.

Mesmo que ndo se tenha encontrado diferenca na incidéncia de hipocalcemia
subclinica, o grupo DA apresentou altos indices similares ao reportado por Seely,
Leno®¥, que apresentou mais da metade dos animais com o transtorno, mesmo
com a administracdo de dieta acidogénica. Dentre os fatores que podem influenciar
a prevaléncia da hipocalcemia subclinica estdao o numero de lactacdes®, producao
leiteira, raca®®, escore de condicdo corporal®), idade e problemas anteriores de
hipocalcemia®®, além da baixa palatabilidade dos sais utilizados que acabam reduzindo
a IMS®9, A diminuicdo na IMS pode agravar ainda mais a doenca e também predispor a
transtornos secundarios®?, sendo necessario que as dietas sejam adequadas durante o
periodo, uma vez que quando desequilibradas, as dietas acidogénicas tendem a baixar
demais o pH urinario e sanguineo, causando acidose descompensada, comprometendo
0 organismo animal®,

O pH sanguineo pode variar de 7,35 a 7,45, sendo que a concentra¢ao de bicarbonato,
um dos principais reguladores do equilibrio acido-base, € de 19 a 24 mmol/L no
soro de animais com o pH equilibrado. Quando o pH diminui, a concentracdo de
bicarbonato tende a diminuir também, captando ions H*, formando acido carbdnico,
para que ocorra uma compensacgdo respiratoria, diminuindo a pCO,® No presente
estudo, os animais do grupo DA, apresentaram redu¢ao no pH sanguineo e também
no pH urinario, devido as dietas acidogénicas possuirem elevada quantidade de cloro e
enxofre, e esses elementos tenderem a diminuir o pH do sangue, e consequentemente
da urina“?. Além disso, durante o periodo avaliado, houve redu¢dao na concentragao
de PPT nesse grupo experimental, isso pode ser devido a reducdo do pH extracelular
prolongado que os animais passaram, devido a alta carga de anions presentes na dieta.
Essa estratégia pode ndo ser uma boa opc¢ao, pois diminui a producao de proteinas de
transporte de H* dependente de bicarbonato, podendo ocasionar diminui¢cdao do pH
intracelular®, e consequentemente reduc¢do na sintese de proteinas (no processo de

2021, Cienc. anim. bras, v.22, e-67426
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transcri¢cdo), conforme descrito em humanos®“.

Quando o pH esta diminuido a tendéncia € que o Ca, aumente, na tentativa de auxiliar
o sistema tampdo do organismo. Esse Ca, pode ser obtido pela reabsorgao 6ssea, pela
atuacdo do paratormdnio ou até mesmo pelo desacoplamento do Ca, das proteinas,
principalmente da albumina® 49, Apesar desse estudo ndao demonstrar reducdo
no indice de hipocalcemia subclinica nos animais do grupo DA, nem alteracdo nas
concentragdes plasmaticas de Ca e Ca, a redugdo no pH sanguineo pode auxiliar na
melhor mobilizacdo de calcio para a homeostase do organismo do animal.

Neste estudo, os animais que receberam DA demonstraram reducdo nos niveis séricos
de globulinas podendo estar associado a melhora da imunidade, uma vez que a maior
parte das globulinas sdo as imunoglobulinas“). Além disso, a maior atividade de PON-
1 e menor concentracao de haptoglobina sugeriram que os animais do grupo DA
apresentaram estado inflamatério menos acentuado do que o grupo da DN. Dado o
potencial antioxidante da PON-1@”), os animais que receberam DA podem ser menos
susceptiveis aos efeitos deletérios de substancias oxidantes, mantendo o equilibrio
entre agentes oxidantes e antioxidantes. Correlacionando com o presente estudo,
pode-se dizer que processos oxidativos tém danos diretos a todas as células, podendo
ir desde danos a componentes do DNA, alteracdo na funcdo de proteinas e processos
metabdlicos intracelulares®“®, deixando os animais mais susceptiveis as doencas. Isso
é demonstrado por Schneider, Corréa®®, que observaram que essas proteinas podem
ser marcadores precoces de doencas, uma vez que elas apresentam altera¢fes ainda
no pré-parto de animais, que desenvolveram metrite no pds-parto

Apesar de que os niveis de calcio estarem reduzidos nos animais que receberam DN,
ndo foi observada nenhuma alteracdo nos niveis plasmaticos de Ca, ou Ca, entre os
grupos, foi encontrado menores niveis séricos de sdédio no pos-parto de animais do
grupo DN. O sodio é um importante regulador dos niveis de calcio plasmatico, que é
realizado pelo sistema antiporte de sddio-calcio, onde o calcio reabsorvido nos tubulos
distais dos rins e no trato gastrointestinal, sdo lancados para a corrente sanguinea por
troca com moléculas de s6dio“”. Este mecanismo é capaz de lancar até cinco mil ions
de calcio por segundo®“®,

Conclusoes

Este estudo demonstrou que o uso de dieta com alto BCAD negativo ndo foi capaz
reduzir a incidéncia de hipocalcemia subclinica, sendo que dietas com alto BCAD
devem ser mais avaliadas, entretanto, houve uma melhor protecao antioxidante para
o organismo. Mais estudos devem ser conduzidos com um maior nUmero amostral,
para melhor avaliacdao dos resultados.
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