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Tudo tem o seu tempo determinado, e hd
tempo para todo o proposito debaixo do céu.

Ha tempo de mascer, e tempo de morrer;
tempo de plantar, e tempo de arrancar o que
se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de
devrubar, e tempo de edificar;

Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de
prantear, e tempo de dancar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de
ajuntar pedras; tempo de abracar, e tempo
de afastar-se de abracar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo
de guardar, e tempo de lancar fora;

Tempo de rasgar, e tempo de remendar;
tempo de ficar calado, e tempo de falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de
guerra, e tempo de paz.

Fclesiastes 3:1-8
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RESUMO

LIMA, A. S. Metabolismo oxidativo, perfil bioquimico e funcdo de
polimorfonucleares de vacas holandesas primiparas e multiparas no periparto
suplementadas com vitaminas ADE. [Oxidative metabolism, biochemical profile
and function of polymorphonuclear in primiparous and multiparous during the
peripartum of Holstein cows supplemented with vitamins ADE]. 2013. 118 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

O periodo de transi¢do nas vacas leiteiras € caracterizado por alteragdes fisioldgicas
como reducdo de consumo, balanco energético negativo, lipdlise e perda de peso,
hipocalcemia, queda na funcao imune e contaminacao bacteriana do utero. O estudo
avaliou o efeito de duas aplicacdes de vitamina ADE intramuscular sobre o perfil
bioguimico, metabolismo oxidativo e a fungcdo de leucdcitos polimorfonucleares de
vacas holandesas multiparas e primiparas, com dieta a base de silagem de milho e
concentrado, no periodo de transicdo. Foram utilizados 32 vacas holandesas,
randomizadas em dois grupos, sendo que o grupo tratado recebeu vitaminas ADE
(270.000 Ul vitamina A, 80.000 Ul vitamina D e 80 mg vitamina E/mL) na dose de
1mL/50 kg pela via intramuscular profunda, aos 20 e 10 dias antes do parto. Aos -
20d;-10d; 0d; 7d; 14d; 28 dias do parto foram colhidas amostras de sangue para
analise. As alteracdes fisioldégicas do parto foram evidenciadas pelas variaveis:
habilidade de reducéo férrica plasmética, glicose, acidos graxos nédo esterificados,
colesterol, aspartato aminotransferase, gamaglutamil transferase e creatinoquinase.
O periodo de transicdo interferiu tanto na producédo de espécies reativas a oxigénio
(EROs) quanto na porcentagem de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) fagocitando
sob estimulo de Staphylococcus aureus conjugada com iodeto de propidio (SAPI).
Vacas primiparas apresentaram menor desafio metabdlico que as vacas multiparas,
demonstrado pelos maiores valores da atividade de superéxido dismutase e
concentragcbes plasmaticas de glicose, e menores valores de betahidroxibutirato e
gamaglutamil transferase nas primiparas. Além disso, as vacas primiparas
apresentaram maior porcentagem de PMN fagocitando e maior producdo de EROs
frente ao estimulo da SAPI. A suplementagdo parenteral com vitaminas ADE, na
dose utilizada, ndo foi suficiente para melhorar o status antioxidante das vacas,

independente do numero de partos, porém a suplementacdo aumentou a producao



de EROs pelos leucécitos PMN quando estimulados com lipopolissacarideos de
Escherichia coli (LPS).

Palavras-Chaves: Bovinos Leiteiros. Fungdo Imune. Metabolismo Oxidativo. Perfil
Bioquimico.



ABSTRACT

LIMA, A. S. Oxidative metabolism, biochemical profile and function of
polymorphonuclear in primiparous and multiparous during the peripartum of
Holstein cows supplemented with vitamins ADE. [Metabolismo oxidativo, perfil
bioquimico e funcdo de polimorfonucleares de vacas holandesas primiparas e
multiparas no periparto suplementadas com vitaminas ADE]. 2013. 118 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013

The transition period in dairy cattle is characterized by physiological changes such as
reduced feed intake, negative energy balance, weight loss and lipolysis,
hypocalcemia, reduced immune function and bacterial contamination of the uterus.

This study evaluate the effect of two applications of intramuscular vitamin ADE on the
biochemical profile, oxidative metabolism and function of polymorphonuclear
leukocytes of primiparous and multiparous Holstein cows with diet based on corn
silage and concentrate during the transition period. Thirty-two Holstein cows,
randomized into two groups, the treatment group received vitamins ADE (270,000 U
vitamin A, 80,000 IU vitamin D and vitamin E 80 mg/mL) at a dose of 1mL/50 kg by
intramuscular injection, at 20 and 10 days before calving. At -20d, -10d, 0d, 7d, 14d,
28 days of postpartum blood samples were collected for analysis. Physiological
changes of calving were evidenced in the following variables: ferric reducing ability of
plasma, glucose, nonesterified fatty acids, cholesterol, aspartate aminotransferase,
gammaglutamil transferase and creatine kinase. Furthermore the transition period
interfered in the production of reactive oxygen species (ROS) and the percentage of
polymorphonuclear leukocytes (PMN) phagocytosing under stimulus Staphylococcus
aureus conjugated with propidium iodide (SAPI). Primiparous dairy cows had lower
metabolic challenge that multiparous, demonstrated by higher values of the activity of
superoxide dismutase and glucose concentrations, and lower values of
betahydroxybutyrate and gammaglutamil transferase in primiparous. Moreover,
primiparous cows had higher percentages of phagocytosing PMN and increased
production of ROS with SAPI stimulus. Parenteral supplementation with vitamins

ADE was not sufficient to improve the antioxidant status of cows, regardless of the



number of calving, but supplementation increased the production of ROS by PMN

leucocytes when stimulated with lipopolysaccharide of Escherichia coli (LPS).

Keywords: Biochemical profile. Dairy Cattle. Immune Function. Oxidative Metabolism.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é tradicionalmente um grande produtor de leite. A atividade que
comegou com caracteristicas extrativistas, ocupa posicdo de destague no cenario
econdmico nacional, sendo um dos principais segmentos do agronegoécio do pais.
Entre 2000 e 2010 a producédo brasileira avancou em média 4,4% ao ano,
apresentando a segunda taxa de crescimento e a quinta de produgdo mundial de
leite. Em 2011 a producao nacional foi de 32 bilhGes de litros de leite (IBGE, 2012).

A pecuéria leiteira é uma atividade economicamente desafiante, na qual, falhas
podem ocasionar prejuizos, resultando na retirada do produtor da atividade. Sua
manutencdo depende basicamente da eficiéncia do sistema de producado, que
objetiva maior produtividade com menor custo. Problemas de manejo, sanidade e
reproducdao reflem diretamente no seu retorno econdmico.

A maior capacidade de producdo da vaca leiteira envolve adequado manejo
alimentar, sanitario, reprodutivo, instalacdes apropriadas e constante melhoramento
genético. A exigéncia causada pela maior demanda produtiva favorece o
desequilibrio entre o ingresso de nutrientes no organismo e a capacidade para
metaboliza-los. Com isso, a exploracdo cada vez mais intensiva impde severos
desafios metabolicos, resultando em altos indices de doencas metabdlicas,
principalmente durante o periodo de transigéo.

O periodo de transicdo da vaca leiteira, definido como trés semanas antes do
parto até 3 semanas apos o parto, € uma fase critica pois esta associado com o pico
de incidéncia de enfermidades metabdlicas, nutricionais ou infecciosas (MULLIGAN;
DOHERTY, 2008). Até 50% de vacas leiteiras no periodo de transicdo podem ser
acometidas por doencas infecciosas ou metabdlicas (LEBLANC, 2010). Porém o
impacto deste periodo e de suas implicacdes € pouco descrito, principalmente se
tratando da diferenga entre vacas primiparas e multiparas. Dentre as enfermidades
associadas a esta fase estao: retencéo de placenta (CAMERON et al., 1998), metrite
(HAMMON et al., 2006), endometrite (DUBUC et al., 2010), deslocamento de
abomaso (LEBLANC et al.,, 2005), cetose (GREEN et al.,, 1999) e hipocalcemia
(HORST et al.,, 1994). Ocorrendo ainda diminuicdo fisiologica da atividade do

sistema imune, denominada imunossupressao.
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A imunossupressao, caracterizada pela diminuicdo e/ou disfuncdo da resposta
imunoldgica, € primariamente causada pelo aumento na producdo e secrecao fetal
de corticosteréides durante o ultimo més de gestacdo, que por sua vez Sao
necessarias para desencadear as alteracbes hormonais uterinas resultando na
expulsdo do feto (KNICKERBOCKER et al., 1986; GRIFFIN, 1989). S&o sinais de
imunossupressao a diminuigdo da resposta celular e humoral, reflexos da diminuigao
da capacidade de fagocitose e de destruicdo de antigenos pela queima oxidativa
(“oxidative burst”) dos leucdcitos polimorfonucleares, diminuicdo da proliferagao
(mitogénese) de linfocitos circulantes e diminuicdo da resposta de anticorpos frente
a imunizacdes (MALLARD et al., 1998).

Além da deficiéncia de energia, outras deficiéncias nutricionais, como as de
vitaminas tém sido constantemente associadas ao estado de imunossupressao nos
bovinos (GOFF, 2006). A ingest&o da vitamina A, E e outros nutrientes essenciais ao
funcionamento do sistema imunolégico estd diminuida com a redu¢do do consumo
da matéria seca durante o periodo seco (GOFF; HORST, 1997).

O estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio entre substancias oxidantes
e antioxidantes no organismo, sendo decorrente ou do aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou da diminuicdo de substancias
antioxidantes, danificando macromoléculas biolégicas, induzindo disturbios
metabdlicos e desordens fisioldgicas (TREVISAN et al., 2001; BERNABUCCI et al.,
2002; BOUWSTRA et al., 2010). Vacas no periparto apresentam maior consumo de
oxigénio por seus tecidos através da respiracdo celular devido a maior exigéncia
metabdlica, a fim de fornecer energia necessaria para o inicio de lactacdo. Este
aumento na atividade metabdlica resulta na maior producdo de EROs e da deplecéo
das defesas antioxidantes neste periodo (SORDILLO, 2013). O estresse oxidativo
pode ser monitorado por meio de biomarcadores antioxidantes e pro-oxidantes que
podem ser mensurados no soro, no plasma e nos eritrocitos (PASSI et al., 2001).

Antioxidantes previnem danos nos tecidos induzidos pelos EROs, impedindo a
formacao, favorecendo a remoc&o, ou promovendo a decomposicdo (YOUNG;
WOODSIDE, 2001). Embora o organismo tenha sistemas enzimaticos préprios que
removam os EROs, os principais micronutrientes antioxidantes séo as vitaminas.

A dieta de vacas leteiras com a utilizagcdo da silagem é conhecida pelo seu
baixo teor em antioxidantes (BALLET et al., 2000) sendo assim, nos periodos de

maior demanda metabdlica estes animais tem maior chance de sofrerem estresse
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oxidativo. A suplementagdo com concentrado na dieta reduz a ingestdo de forragem
(BARGO et al., 2002) e aumenta a degradacdo de alguns antioxidantes no rimen
(WEISS et al.,, 1995). Merlo et al. (2008), relataram que animais mantidos em
sistemas intensivos de producdo necessitam mais de antioxidantes do que animais
criados extensivamente.

Aktas et al. (2011) demonstraram a eficacia do complexo vitaminico ADE em
vacas holandesas na reducdo da peroxidacao lipidica e do estresse oxidativo
associado ao estresse de transporte, porém o uso desta associacdo injetavel no
periodo de transicdo de vacas a fim de minimizar efeitos deletérios deste periodo
ainda néo foi descrito. A literatura é rica em relagdo a utilizacdo de vitamina E em
vacas leiteiras, porém o uso da associacdo de vitaminas ADE € pouco explorado
apesar da grande disponibilidade de produtos comerciais. Cuidados devem ser
tomados quando da administracdo de vitaminas nas situacdes de estresse oxidativo
instalado, pois podem atuar como substancias pro-oxidantes (WEIGEL et al.; 2010)
agravando o quadro.

Considerando que a maior parte dos estudos que analisam o periodo de
transicdo de vacas tem como base o perfil bioquimico, faltam estudos deste periodo
relacionando as variaveis bioquimicas, o metabolismo oxidativo e a resposta imune
de vacas multiparas e primiparas, bem como os efeitos da administracdo de

vitamina ADE injetavel no referido contexto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O periodo de transicdo, também denominado periodo periparto, compreende
as trés semanas anteriores e as trés semanas posteriores ao parto (GRUMMER,
1993). Este é particularmente importante para a salude e desempenho de vacas
leiteiras, que sdo expostas as drasticas mudancas fisiologicas e submetidas ao
estresse metabdlico durante esta fase (GOFF; HORST, 1997; DRACKLEY, 1999).
Na fase final de gestacdo ocorrem alteracbes fisioldégicas, endocrinolégicas,
anatdmicas e comportamentais que preparam o0 animal para o parto e para a
lactogénese, passando assim do periodo seco para o produtivo.

A gestacdo e a lactacdo sdo consideradas estagios fisiologicos capazes de
induzir estresse metabdlico (DRACKLEY, 1999; PICCIONE et al., 2009).
Desequilibrios metabdlicos sdo definidos por Payne et al. (1984) como doencas de
producdo e podem surgir quando ocorre desequilibrio entre os egressos e ingressos
dos nutrientes. Segundo LeBlanc (2010), os eventos metabdlicos em vacas que tém
inicio duas semanas antes do parto, impactam sobre a saude reprodutiva até nove
semanas apés o parto, podendo afetar o desempenho reprodutivo do animal por
meses.

Durante o periodo periparto ocorre grande aumento no crescimento fetal, com
elevacdo da pressao interna nos érgaos digestivos e diminuicdo do espaco ocupado
pelos alimentos. Este fato, associado com a grande variacdo hormonal no periodo
pré-parto, ou seja, aumento nas concentracdes sanguineas de estrégeno e
corticoides e queda nas concentracdes de progesterona (CHEW et al., 1979), reduz
a ingestdo de matéria seca de forma espontanea. Independentemente da densidade
de energia e do teor de proteina da dieta, a ingestdo diminui cerca de 30% durante
as trés semanas que antecedem o parto e cerca de 90% durante a ultima semana
(DOEPEL et al., 2002; HAYIRLI et al.,, 2002). Devido a forte queda na ingesta
associado ao aumento na demanda de energia devido as necessidades de
nutrientes do Utero gravido e da glandula mamaria (GOFF; HORST, 1997), a vaca
leiteira desenvolve um quadro denominado de balango energético negativo (BEN)
(DOEPEL et al., 2002).

A intensidade do BEN é variavel, sendo condicdo comum a todas as fémeas de

alta producdo no poés-parto (RICCO, 2004). E sabido que novilhas leiteiras
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geralmente parem pela primeira vez ao redor de 24 meses de idade, pois iSso
maximiza beneficios econ6micos. Porém estes animais ndo estdo fisicamente
maduro nesta fase. As vacas primiparas que se aproximam da sua primeira paricao
estdo, portanto, em um estado metabdlico diferente que as multiparas, pois além as
exigencias do bezerro em desenvolvimento, requerem nutrientes para 0 seu
crescimento continuo (WATHES el al., 2007).

Durante o BEN no inicio da lactacdo, a adaptacdo primaria homeorrética do
metabolismo lipidico é a mobilizacdo de reservas de gordura corporal para atender
as necessidades globais de energia na vaca. A gordura corporal € mobilizada para a
corrente sanguinea na forma de acidos graxos nao esterificados (AGNES), estes sdo
mobilizados principalmente pelo figado e sdo oxidados na mitocéndria para produzir
energia ou sdo exportados na forma de lipoproteinas de baixa densidade. Os
AGNEs sao utilizados em mais de 40% na composi¢cdo da gordura do leite, durante
os primeiros dias de lactacdo (BELL, 1995). O sistema musculo esquelético utiliza
algum AGNE como combustivel, diminuindo a dependéncia de glicose como
combustivel durante o inicio da lactacdo. Em razdo ao aumento da concentracéo
plasmatica de AGNE em resposta ao aumento da demanda de energia associado ao
consumo alimentar inadequado, a ingestdo de matéria seca e AGNEs geralmente
estdo inversamente correlacionado.

Devido ao desfavorecimento da homeostase energética decorrente da
gestacao, ha ativacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal, resultando na liberacdo
de cortisol, facilitando a mobilizacdo de substratos energéticos, consequentemente
auxiliando na homeostase energética (VERBEEK, 2012).

As evidéncias disponiveis sugerem que o figado metaboliza AGNEs na
propor¢cao em que sao produzido (PULLEN et al., 1989; REYNOLDS et al., 2003),
mas este ndo tem capacidade suficiente de elimina-los completamente através da
exportacdo para o sangue ou pelo catabolismo de energia, frente a liberacdo de
grandes quantidades de AGNEs a partir do tecido adiposo para a circulacao,
resultando no acumulo na forma de triglicérides no figado (EMERY et al., 1992).

Os AGNEs, no inicio da lactacdo garantem a energia para a producao do leite,
pois auxiliam no fornecimento de energia para diferentes tecidos, priorizando a
utilizacdo de glicose e aminoacidos para a glandula maméaria (CHILLIARD, 1998).

Porém, quando a mobilizagdo de AGNE é muito intensa, a producdo de corpos
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cetbnicos no figado aumenta, desencadeando desta forma o quadro conhecido
como cetose (LOOR et al., 2006).

Associado ao BEN e a alta mobilizacdo de reservas lipidicas, principalmente
nas primeiras semanas pos-parto devido a lactacdo, had o favorecimento da
ocorréncia de doencas metabdlicas e consequente prejuizos relacionados a
producgéo e reprodugéo (INGVARTSEN et al., 2003; CAMPOS, 2007; RODRIGUES
et al., 2007). Estudos recentes (LEBLANC, 2010; OSPINA et al., 2010; CHAPINAL et
al., 2011, 2012) indicam que teores de AGNEs maiores que 0,3 mmol/L de duas a
uma semana antes do parto estdo associados a aumento de risco de retencdo de
placenta, metrite, deslocamento de abomaso, queda na producgdo (683 kg no
periodo de 305 dias) e aumento no periodo aberto.

Em situacdes de déficit de energia, o acetoacetato, produzido normalmente no
metabolismo dos acidos graxos, ndo pode ser metabolizado, sofrendo redugédo a B-
hidroxibutirato (BHB) ou descarboxilacéo até acetona (RICCO, 2004).

Devido ao fato do BHB originar-se da degradacdo de lipideos no déficit
energético ou da oxidacao do acido butirico, transformado em BHB e absorvido na
parede ruminal (REECE, 2006), normalmente esta presente no sangue e pode ser
utilizado como fonte de energia, sendo sua concentracdo o resultado do equilibrio
entre a producdo e sua utilizacdo pelos tecidos periféricos (RADOSTITS et al.,
2002).

Em estudo realizado por Contreras et al. (2000), os valores de BHB
encontraram-se dentro dos limites de referéncia, nos dias que antecederam o parto
e elevaram-se imediatamente apds o parto. Esse comportamento reflete a provavel
mobilizacdo de outros elementos que ndo o carboidrato para atender as
necessidades energéticas das ovelhas no parto.

A producéo de corpos cetdnicos se acentua durante fase final da gestacao
devido a diminuicdo do consumo de alimentos (SWENSON; REECE, 1996;
HARMEYER; SCHLUMBOHM, 2006). O aumento das concentragbes de corpos
cetbnicos no final de gestacdo, provém da conversao, por meio da fermentacao, dos
acidos graxos de cadeia curta em BHB e acetoacetato, absorvidos pela parede do
ramen. Porém, quando a dieta € insuficiente ou deficiente em energia,
principalmente no tergo final da gestacdo, a producdo de corpos cetbnicos ocorre
pela via hepéatica (HARMEYER; SCHLUMBOHM, 2006).
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Concentragdes plasmaticas aumentadas de AGNE e BHB estéo associadas ao
acumulo de triglicerideos no figado, que aumentam a incidéncia de colestase no
inicio da lactacdo (MARQUEZ; RADEMARCHER, 1999). Normalmente, o aumento
das concentracdes de corpos cetdnicos e AGNEs coincide com hipoglicemia.

A cetose inaparente (BHB < 1,2 a 1,4 mmol/L) na primeira ou segunda semana
pés-parto é associada ao aumento de risco de 3 a 8 vezes a ocorréncia de
deslocamento de abomaso, trés vezes mais metrite, quatro a seis vezes mais cetose
clinica, aumento da ocorréncia de endometrite, prolongamento do anestro durante o
pés-parto, aumento na gravidade das mastites e menor producdo de leite no inicio
da lactacdo. (LEBLANC, 2010). Vacas com teor plasmético de BHB maiores que
1800 umol/L na primeira semana apresentaram diminuicdo da producdo da ordem
de 300 kg em toda a lactacado (DUFFIELD et al., 2009). Outra importante correlacéo
foi descrita por Roberts et al. (2012), que altos de valores do BHB e AGNE estao
associados ao risco de descarte de vacas no inicio da lactacéo.

Segundo Wittwer (2000), a capacidade de o animal ajustar-se ao BEN,
depende de suas reservas corporais disponiveis, da mesma forma a adaptacéo a
um balanco positivo depende da capacidade metabdlica no armazenamento de
reservas.

O BEN pode impactar diferentemente entre vacas primiparas e multiparas. Em
estudo realizado com 188 vacas primiparas e 312 multiparas, observou que nas
primiparas a concentracdo de BHB permaneceu menor ao longo do periodo peri-
parto e o aumento da AGNE ocorreu mais cedo do que nas multiparas em relacao
ao momento do parto. Essas diferencas foram associadas com a producao de leite
significativamente menor nas vacas primiparas. Estes resultados sugerem que o
sistema enddcrino difere nos animais mais jovens podendo limitar a particdo de
nutrientes para o leite (WATHES el al., 2007).

As concentragdes circulantes aumentadas de AGNE & um importante fator de
risco na incidéncia de esteatose hepatica e podendo também efeitos diretos sobre a
funcéo dos neutrofilos (LEBLANC, 2010).

No periodo periparto ha queda na funcédo imune entre os 15 dias pré-parto e a
terceira semana poés-parto, favorecendo a instalacéo de infeccdo bacteriana uterina
e outras doencas. Estes fatores, aliados a mudancas dramaticas nos teores de
progesterona, estrogenos e cortisol circulantes, contribuem para reducdo substancial

da funcdo imune, especialmente de neutroéfilos. Estas células sdo a principal forma
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de defesa do atero. A menor migracdo destes, associados a atividade fagocitaria e
oxidativa, aumenta o risco de retencdo de placenta, metrite e endometrite.
Decorrente da acdo de horménios de acdo lactogénica, os teores de insulina
apresentam-se reduzidos, sendo comum a toda vaca vivenciar um periodo de
resisténcia a insulina no periparto (LEBLANC, 2010).

Embora o ruminante n&o utilize a glicose como fonte universal para todas as
suas células, este substrato € de fundamental importancia para manutencao
energética das células nervosas, da glandula mamaria, da musculatura, dos tecidos
fetais e em menor grau dos eritrocitos (LENG; ANNISON, 1962). Em vacas leiteiras,
a quantidade massiva de energia necessaria para atender a producdo de leite
provém na maior parte da gliconeogénese.

Portanto em ruminantes pouca glicose proveniente do trato alimentar entra na
corrente sanguinea, sendo o figado o 6rgéo responsavel pela sua sintese por meio
de moléculas precursoras da via gliconeolitica. Desta forma, o &cido propidnico
produz 50% dos requerimentos de glicose, os aminoacidos glicogénicos 25% e o
acido lactico 15%. Outro importante precursor € o glicerol (GONZALEZ, 2000).

Aproximadamente 85% de glicose de todo o corpo, é dirigida para a glandula
mamaria para a sintese e secrecdo de leite (SORDILLO; AITKEN, 2009). Reynolds
et al. (2003) relataram que o fluxo visceral liquido de glicose drenados das vacas foi
de zero a ligeiramente negativo durante o periodo de transi¢ao e inicio da lactacao,
e houve aumento de 267% na producéo total de glicose esplancnica a partir de nove
dias antes do parto até 21 dias apds o parto resultou quase que completamente do
aumento da gliconeogénese hepatica.

Também relacionada a glicose, o cortisol € o principal hormonio glicocorticoide
do metabolismo relacionado ao estresse, seus teores, geralmente encontram-se
aumentados no parto. Paiva et al. (2006) encontraram aumento de cortisol no
momento do parto de vacas holandesas, sendo que 24 horas ap0s 0 parto, as
concentracdes de cortisol retornaram aos valores registrados antes do parto. Outros
autores também observaram aumento nas concentracdes de cortisol em vacas no
momento do parto (HUDSON et al., 1975; AURICH et al., 1993).

Essa elevagdo provavelmente é consequéncia da lactogénese e inicio da
lactacdo, quando h& elevacdo da prolactina, estrégeno, somatotropina e cortisol
circulantes, que reduzem a responsividade e a sensibilidade a insulina. Este quadro

de “resisténcia” a insulina leva ao aumento da gliconeogénese hepatica, reducéo da
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captacdo de glicose pela musculatura e tecido adiposo, reducéo da lipogénese e da
sintese de proteina e aumento da degradacdo de proteina muscular com
consequente liberacdo de aminoacidos (BELL; BAUMAN, 1997).

O aumento das concentracdes de cortisol pode justificar sua funcdo de
transportador de glicose para os tecidos placentarios, ou quando proximo ao parto,
sinaliza este momento (SWENSON; REECE, 1996). Merlo et al. (2008), observaram
concentracfes plasmaticas de glicose e EROs aumentadas no pds-parto de vacas
leiteiras.

O maior requerimento de energia na gestacdo pode ser explicado pelo grande
namero de mitocondrias existentes na placenta, resultando no aumento da utilizagéo
de oxigénio, aumentando desta forma o estresse oxidativo (PATHAN et al., 2010).
Detectar precocemente 0s animais que possam apresentar alteracdes metabdlicas e
problemas de salude é uma etapa importante em se tratando de animais de
produgéo (LEBLANC, 2010).

Em vacas de alta producao, diversos parametros bioquimicos indicadores do
estado metabdlico sdo pesquisados, principalmente metabdlitos associados ao
balanco energético, como acidos graxos nao esterificados (AGNE), B-hidroxibutirato
(BHB), glicose, colesterol e triglicerideos (AEBERHARD et al., 2001; KIDA, 2003;
LAGO et al, 2004). Avalia-se também a atividade das enzimas aspartato
aminotransferase, gamaglutamil transferase, fosfatase alcalina e alanina
aminotransferase nos disturbios metabdlicos, funcionamento hepético, alteracbes
0sseas e desbalanco na relacao calcio:fésforo (MUNDIM, 2000).

A avaliacdo de parametros bioguimicos no periodo de transicao é relativamente
comum, especialmente para vacas leiteiras. Mais recentemente surgiu a
preocupacao de se estabelecer varidveis relacionadas ao estresse oxidativo durante
este periodo (BERNABUCCI et al., 2005; CASTILLO et al., 2005; GAAL et al., 2006),
pois 0 aumento da atividade metabdlica, principalmente no figado, Ubere e ovarios,
favorece o estresse oxidativo intenso (MILLER et al., 1994; BERNABUCCI et al.,
2005).

O oxigénio € essencial para a oxidacao de compostos organicos e producao de
energia para o0 metabolismo celular. Uma pequena quantidade do oxigénio
consumido (2 a 5%) é reduzida, produzindo uma variedade de substancias quimicas
altamente reativas denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs). Este termo é

utilizado na designacéo de radicais livres relacionados ao metabolismo do oxigénio
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(FERREIRA, 2007), pois alguns agentes reativos ndo apresentam elétrons
desemparelhados, como o peréxido de hidrogénio (H.O2) (CHIHUAILAF et al.,
2002). O H,0, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos a
molécula de DNA por meio de reacfes enzimaticas (ANDERSON, 1996; NUNES,
OLIVEIRA, 2006).

O desequilibrio entre a producdo EROs e os sistemas de defesa antioxidante,
em favor dos primeiros, € denominado de estresse oxidativo. Nesta situacdo, a
condicao celular ou fisiolégica de elevada concentracdo de EROs ou diminui¢do do
status antioxidante é causador de danos moleculares as estruturas celulares, com
consequente alteracdo e prejuizo das fungdes vitais (DROGE, 2002; RIBEIRO;
GONZALEZ, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE; 2007; WEIGEL, 2008).

Porém, a ocorréncia e a intensidade do dano oxidativo em qualquer tecido,
depende da capacidade antioxidante do tecido, determinada por antioxidantes
enddgenos ou exdgenos, provenientes da dieta, e ndo sbé dos mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos, mas também da cooperagdo entre 0s mesmos
(FERREIRA, 2007).

De acordo com Miller et al. (1993), em ruminantes, o0 estresse oxidativo pode
estar envolvido em diversas condi¢cdes patologicas, incluindo as mais relevantes
para a reproducao, producao e bem-estar geral. Na tentativa de minimizar os danos
e consequentes prejuizos a saude e producdo animal decorrentes da acdo das
EROs, uma série de estudos foi realizada mostrando intensidades variaveis de
estresse oxidativo durante o periodo periparto em vacas leiteiras (BERNABUCCI et
al., 2005; CASTILLO et al., 2005; GAAL et al., 2006). E importante notar que a
atividade de biomarcadores do estresse oxidativo pode ser influenciada por fatores
individuais, nutricionais e estacdo do ano (BERNABUCCI et al., 2002).

Quando geradas no metabolismo basal, as EROs nao representam ameaca ao
organismo, desde que um sistema protetor (sistema antioxidante) seja capaz de se
opor a geragcdo dos mesmos. Quando presentes em grandes concentracdes podem
induzir alteracbes severas em moléculas fundamentais para a manutencdo da
homeostasia celular. Estéo relacionadas com a fisiopatologia de doencas de carater
cronico e degenerativo (FERREIRA, 2007). Dentre os danos causados pela
producdo excessiva de EROs tem-se a peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas,
agressao a carboidratos e ao acido desoxirribonucleico (NETO, 2011). Em qualquer

situacdo que envolva aumento do metabolismo celular e sobrecarga organica, ocorre
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como consequéncia a lesdo oxidativa. Além da potencial acdo sobre a fungéo e
integridade celular, as EROs e substancias relacionadas estdo envolvidas com a
regulacdo de mecanismos fisioldégicos, como a sinalizacdo celular, expressao de
alguns genes, mediacdo de reacdes inflamatodrias e potencializacdo de mecanismos
de defesa organica (FERREIRA, 2007).

As EROs tém importancia fisiolégica diretamente relacionada a protecao
antimicrobiana intermediada pelos leucocitos polimorfonucleares (PMNs), estes
normalmente encontrados no sangue, circulam em estado inativo, desta forma
podem cercar e até fagocitar bactérias, mas sdo incapazes de lesa-las
(WINTERBOURN; ASSMAN, 1990). Durante a resposta de fase aguda, os
neutréfilos sdo atraidos para a area lesada libertando enzimas lisossomais e as
EROs (FERREIRA, 2007). A partir do momento em que os PMNs sdo expostos a
bactérias envoltas por imunoglobulinas, imunocomplexos, complemento 5 ou
leucotrienos, ocorre ativacao da enzima NADPH-oxidase (MURRAY, 1993; WEIGEL,
2008). Esta ativacdo inicia a producdo de EROs que prossegue com O pProcesso
microbicida desenvolvido pelos PMNs. A producdo de O,- nos neutréfilos por acao
NADPH-oxidase, na presenca de adenosina difosfato e Fe™ catalisa a forma
reduzida de NADPH+ H+ para O,, originando o radical superoxido (FERREIRA,
2007).

A fagocitose realizada pelos PMNs, que representa a protecdo provida pelos
mecanismos imunolégicos inatos, € a primeira barreira especificamente
desenvolvida contra a penetracdo de patdbgenos no organismo, portanto
desempenha papel crucial na defesa contra doencas infecciosas.

As células envolvidas no sistema imunolégico inato sdo compostas por células
da linhagem mondcito/macréfago, granulécitos e células matadoras naturais (NK)
(ABBAS et al., 1997). Uma caracteristica comum a estas populacdes celulares € sua
habilidade em reconhecer e destruir antigenos estranhos ou células infectadas, sem
a necessidade de ter havido prévio encontro com tais antigenos. Para tanto, tais
células utilizam-se da fagocitose e de atividades dependentes de oxigénio,
relacionadas a explosdo respiratoria (do inglés: respiratory burst), e néo-
dependentes de oxigénio, funcdes fundamentais na destruicdo e eliminacdo do
agente invasor (ALBERTS et al., 2002). Além disso, os fagdcitos interagem com as
demais células que compdem o sistema imunoldgico, mormente os linfocitos, agindo

como ceélulas apresentadoras de antigenos e, deste modo, participando como
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deflagradoras e efetoras na resposta imunoldgica gerada (ABBAS et al., 1997).

Alteracdes nas fungdes inerentes a tais populacdes celulares, induzidas ou n&o
pela interacdo de fatores exdgenos, tais como drogas, injdrias fisicas ou infeccdes
intracelulares, caracteristica das infec¢bes virais, nas diversas populacbes de
leucécitos relacionadas a resposta imunoldgica, podem levar o animal a um estado
depletivo na protecao fornecida pelo aparato imunoldgico, caracterizando um quadro
de imunossupressao.

No periodo de transicdo a imunossupressdo, caracterizada pela diminuicao
e/ou disfuncéo da resposta imunolégica, é primariamente causada pelo aumento na
producédo e secrecao fetal de corticosterdides durante o ultimo més de gestacao, que
por sua vez sdo necessarias para desencadear as alteragcbes hormonais uterinas
resultando na expulsdo do feto (KNICKERBOCKER et al., 1986; GRIFFIN, 1989).
S&o sinais de imunossupressao a diminuicéo da resposta celular e humoral, reflexos
da diminuicdo da capacidade de fagocitose e de destruicdo de antigenos pela
gueima oxidativa dos leucocitos neutréfilos polimorfonucleares, diminuicdo da
proliferacdo (mitogénese) de linfécitos circulantes e diminuicdo da resposta de
anticorpos frente a imunizagdes (MALLARD et al., 1998).

Em bovinos, como em outras espécies de vertebrados, neutréfilos e
macréfagos sdo os principais tipos celulares fagociticos (GODDEERIS, 1998). Os
ruminantes tém menor porcentagem de neutréfilos no sangue periférico, quando
comparados aos carnivoros, constituindo cerca de 20% a 30% dos leucécitos
sanguineos (TIZARD, 2002). Além disso, neutrofilos de ruminantes possuem um
exclusivo terceiro tipo de granulo em seu citoplasma, cujo conteddo é rico em
peptideos catidnicos antibacterianos, tais como bactericinas, indolicidinas e [-
defensinas. Entretanto, os neutrofilos de ruminantes ndo contém lisosimas, o
principal componente dos granulos de neutréfilos humanos (GODDEERIS, 1998).
Por outro lado, ruminantes possuem maior porcentagem de macréfagos pulmonares
intravasculares, quando comparados, por exemplo, a equinos, humanos e caes,
principais responsaveis pela eliminacdo de bactérias da circulagdo e de material
particulado (WINKLER, 1988).

A mensuracao da capacidade dos fagdcitos em gerar a explosdo respiratoria in
vitro pode objetivar a avaliacdo da habilidade do hospedeiro em deflagrar uma
resposta imunolégica efetiva durante infec¢do natural ou experimental, da habilidade

do patdgeno em evadir esta resposta, das variacdes entre individuos, da resposta
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leucocitaria frente diferentes estimulos ou detectar deficiéncias funcionais. Tal
avaliacdo pode ser feita pela quantificacdo da atividade fagocitica, tanto a
porcentagem de células realizando fagocitose, quanto a quantidade de bactérias
internalizadas, como realizada por Szejda et al. (1984).

A funcdo dos leucdcitos, em bovinos, pode estar deprimida em bezerros e em
vacas, durante o periodo periparto (HAMMON et al., 2006). Do mesmo modo, sabe-
se que a presenca de certos agentes infecciosos, terapia com glicocorticoides,
estresse, nutricdo inadequada e defeitos genéticos podem debilitar a funcéo
fagocitica destas células (GODDEERIS, 1998).

Ha estudos associando a disfuncdo do metabolismo de energia durante o
pos-parto com o estado de imunossupressao. Alguns investigadores observaram
qgue o balanco energético negativo e a ocorréncia do figado gordo agravam a
imunossupressao do parto, propiciando as vacas de leite a apresentarem metrites
(WENSING et al., 1997; BOBE et al., 2004, HAMMON et al. 2006). Outros
pesquisadores observaram que a ocorréncia de mastites clinicas acontece mais
frequentemente em vacas que possuem maior concentracdo de AGNE no plasma
durante as trés primeiras semanas pos-parto (HOLTENIUS et al., 2004). Hammon et
al. (2006) relataram que AGNE = 0,4 mmol/L antes do parto (uma a duas semanas)
foi associada com a reducgdo da fungdo de neutréfilos do sangue periférico e maior
risco de metrite ou endometrite.

No organismo, para contrapor a formacdo de EROs existe o sistema
antioxidante. Antioxidante, pode ser definido de uma forma mais ampla, como
“‘qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a

do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz”
(SIES; STAHL, 1995; BIANCHI; ANTUNES, 1999; FERREIRA, 2007).

Do ponto de vista biolégico, podemos definir antioxidantes como aqueles
compostos que protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios dos
processos ou das reagcfes que levam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas
celulares. O que implica nos diferentes niveis de atuacdo dos antioxidantes, bem
como em seu modo de agao. Os antioxidantes podem, teoricamente, prolongar a
fase de iniciacdo ou ent&o inibir a fase de propagacdo, mas nao podem prevenir
completamente a oxidacao.

Os mecanismos de acao dos antioxidantes sao:
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- PREVENCAO: mecanismo que em condi¢des favoraveis evita a formacéo de
EROs (FERREIRA, 2007), principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com
ferro e o cobre (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Proteinas se ligam aos ions metalicos
de transicdo, evitando sua presenca na forma livre, ou através de enzimas
responsaveis pelo equilibrio redox da célula, por reducdo de antioxidantes de
intercepcdo previamente oxidados como a glutationa; ou antioxidantes de
prevencao, como zinco e o selénio provenientes da dieta.

- INTERCEPCAO: mecanismo no qual antioxidantes reagem diretamente com
as EROs e as transformam em substancias menos reativas, desta forma impedindo
sua acdo e consequentes danos celulares. Sao capazes de interceptar EROs
gerados no metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo sua acao.
Antioxidantes obtidos da dieta, como as vitaminas “C”, “E” e “A”, flavonoides e
carotenoides tem grande importancia na intercepgéo das EROs (NUNES; OLIVEIRA,
2006).

- REPARACAO: Esse processo relaciona-se com a remocdo de danos a
molécula de DNA e reconstituicio das membranas celulares danificadas e da
homeostasia (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes podem ser classificados, didaticamente, em duas categorias,
0 sistema primario, que sdo os inibidores preventivos, que retardam a fase de
iniciacdo, impedindo a geracdo de espécies reativas ou sequestram estas espécies,
impedindo sua interacdo com os alvos celulares, e o secundario. O sistema
secundario consiste nos blogqueadores da etapa de propagacdo da cadeia radicalar
(chain breaking), que, efetivamente, removem radicais intermediarios, como o radical
peroxila ou alcoxila (JORDAO JR et al.; 1998).

Ha antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos (SIES, 1993). O grupo que
compreende antioxidantes enzimaticos incluem superoxido dismutase (SOD) e
glutationa-peroxidase (GSH), representando as principais formas de defesa
antioxidante intracelular.

Também podem ser classificados conforme o mecanismo de acao
predominante (prevencédo, intercep¢cdo e reparagdo) ou por sua proveniéncia, da
sintese enddgena (enddgenos) ou da dieta (exdgenos) (FERREIRA, 2007). Estes
altimos incluem os carotenoides e vitaminas A, C e E, que sdo capazes de fornecer
atomos de hidrogénio as EROs (FERREIRA, 2007).
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Estudos tém mostrado que estes antioxidantes, agindo individualmente ou em
conjunto, podem regular os mecanismos de defesa dos animais (CHEW, 1996).
Dutta-Roy et al. (1994), identificaram uma proteina na membrana que se liga ao a-
tocoferol para incorpora-lo na bicamada lipidica da membrana eritrocitaria. Esta
vitamina interrompe a propagacao da reacdo de lipoperoxidagdo, e transforma
peroxidos lipidicos em formas menos reativas (HALLIWELL, 1994).

A determinacdo das atividades dos antioxidantes enzimaticos, tais como
superéxido dismutase (SOD) e da glutationa reduzida (GSH), representam uma das
maneiras de avaliar o estresse oxidativo (KLECZKOWSKI et al., 2003).

A SOD é considerada a primeira defesa contra a pré-oxidantes que convertem
a superoxido (O7) para o peroxido de hidrogénio (H,O,). A SOD faz parte dos
mecanismos de protecdo contra 0 estresse oxidativo nos eritrocitos. O aumento na
producdo de EROs compromete a integridade da membrana dos eritrocitos, levando
a alteracbes em sistemas antioxidantes, refletindo em maiores atividades de SOD
(AMMERMAN, 1970). A SOD encontra-se ligada ao cobre e ao zinco (CuzZnSOD),
atomos que constituem a porcao ativa da enzima, pois recebem a ligacdo do metal
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001). Em dietas deficientes em zinco e cobre sua
atividade enzimatica pode tornar-se diminuida (HARVEY et al., 1997). A reducdo na
disponibilidade de zinco e de cobre no periodo pés-parto (MUEHLENBEIN et al.,
2001) de vacas leiteiras poderia explicar a reducéo da atividade da SOD (MICHIELS
et al., 1994), visto que esta € uma enzima Cu/Zn-dependente.

A GSH desempenha importante papel na protecéo de células contra o estresse
oxidativo e agentes toxicos. Atua como substrato ou co-substrato em reacdes
enzimaticas e reage diretamente com as EROs e os peréxidos de lipidios (BRIVIBA;
SIES, 1994). Rover Junior et al. (2001) descreveram que a atividade da GSH pode
fornecer importantes informacdes bioquimicas na relacdo oxidante e antioxidante,
permitindo correlagbes clinico-laboratoriais com processos mutagénicos que
guantificam seus teores e indicam a intensidade da lipoperoxidagdo quando
associada a exames complementares que tragam o perfil bioquimico acerca de
possiveis doencas associadas ao estresse oxidativo. A GSH é oxidada mais
rapidamente do que a hemoglobina e outros constituintes eritrocitarios, protegendo-
os da degradacéo oxidativa.

Mediante a excessiva geracao de EROs e/ou ocorréncia de falha do sistema

antioxidante, ocorre desequilibrio entre o consumo de GSH e a producédo de
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glutationa oxidada, o que caracteriza o estresse oxidativo, bem como sua magnitude
(FARBER; KYLE; COLEMAM, 1990; KRETZSCHMAR, 1996). Porém durante o
processo de envelhecimento do eritrocito ocorre diminuicdo da reciclagem da GSH,
aumento das lesdes oxidativas e acumulo de calcio intraeritrocitario (KURATA et al.,
2000).

A GSH pode ser usada como substrato pela glutationa peroxidase na
eliminacao dos hidroperéxidos, reduzindo H,O, em agua. Pode induzir a reducéo da
forma oxidada da vitamina C, que atua na manutencdo da vitamina E em sua forma
reduzida. Atua na detoxificacdo de aldeidos reativos, como aqueles reativos ao
acido tiobarbitaricos (TBARS) gerados durante a peroxidacao lipidica, através da
glutationa-S-transferase (JONES et al., 1995).

Outro método de avaliacdo do estresse oxidativo pode ser feito através da
determinacdo do malondialdeido (MDA) e da quantificacdo da habilidade de reducéo
do ferro plasmatico.

O MDA é um dos produtos finais da lipoperoxidacdo sendo utilizado como
indicador de intensidade da mesma (TODOVORA, 2005). Como os eritrécitos
circulam por todo o organismo a mensuracao do estresse oxidativo eritrocitario, por
meio da mensuracdo do MDA eritrocitario, pode ser utilizada como indicativo de
estresse oxidativo (MACHADO et al., 2007).

Bouwstra et al. (2008) demonstraram em novilhas o efeito da vitamina E sobre
dano oxidativo no sangue, figado e glandula mamaria através da determinacdo do
MDA. A suplementacéo de vitamina E n&o impede o aumento de MDA sanguineo no
parto, mas as baixas concentra¢cdes sanguineas em vacas suplementadas duas
semanas ap0s o0 parto sugerem que a vitamina E tenha papel importante na
recuperacgao estresse oxidativo no pds parto. A suplementacdo de vitamina E reduz
o dano oxidativo no figado, enquanto que nenhum efeito 6bvio foi encontrado em
concentracfes MDA no leite.

A capacidade antioxidante pode ser mensurada por meio de varios métodos,
dentre eles a habilidade de reducdo do ferro plasmético (HRFP). Em ensaio da
capacidade antioxidante total realizada com HRFP descrito por Benzie e Strain
(1996), os resultados mostram reacao cinética e relagdes dose-resposta com acido
ascorbico, acido urico, bilirrubina, Trolox, a-tocoferol, e albumina, com misturas de
antioxidantes e com plasma; demonstrando atividades relativas destes redutores e a

possivel interacdo entre eles. Como sua reacdo com a albumina € muito lenta e a
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variavel possui papel antioxidante muito claro, pode atuar como marcador
especifico. Alteragbes nas concentragdes de proteinas podem indicar o efeito de
outro antioxidante na amostra, e a determinacdo de HRFP pode oferecer indices
dubios de antioxidantes.

Grande interesse cientifico envolvendo as EROs nas patogenias relacionadas
ao periodo de transicdo de vacas leiteiras resultou em novos estudos
(BERNABUCCI et al., 2005; LEBLANC, 2010), bem como o impacto e a eficiéncia da
suplementacdo com antioxidantes nos animais mantidos nos sistemas intensivos de
producdo durante este periodo critico (LEBLANC et al., 2002; BOUWSTRA et al.,
2010).

Chaterjee et al. (2003) tiveram como objetivo estudar o efeito da
suplementacdo de vitamina E (1.000Ul) via oral no periodo periparto de vacas. A
suplementacao iniciou-se nos tempos 0, 15, 30 e 60 dias antes do parto mantendo-
se até o final do primeiro més de lactacdo. Os autores ndo observaram influéncia da
suplementacdo com vitamina E na concentracdo de HRFP. Porém observaram
correlacdo positiva da atividade de HRFP com as concentracdes de vitamina E.
Gaal, et al. (2006) também observou reducdo de 20% nos valores de HRFP no
momento do parto de vacas holandesas, ndo obtendo diferengca nos momentos pré e
pés-parto. Estes mesmos autores observaram valores de SOD 11% maiores no
momento do parto, ndo verificando qualquer alteracdo nos valores de MDA.

Estudo realizado com 80 vacas holandesas primiparas avaliando o status
oxidativo durante o periodo de transicdo e a influéncia do nimero de ordenhas,
densidade energética da dieta e baixa ou alta producédo. Houve efeito significativo do
parto para HRFP, vitamina E, GSH-Px e SOD, o que indica mudancas no estado
oxidativo plasmatico em torno deste evento. A capacidade total de antioxidante no
plasma, expressos como valores de HRFP, foi menor 2 semanas antes do parto que
4 e 8 semanas ap0s o0 parto. A baixa habilidade antioxidante do plasma total (ou
seja, HRFP) e da concentracdo de vitamina E no periparto, e a maior atividade de
SOD e GSH-Px plasmatica no pos-parto em comparagdo com pré-parto
caracterizaram a mudanca no estado oxidativo de novilhas da raga Holandesa no
periparto (WULLEPIT et al., 2009).

Weigel et al. (2010), observaram em ovinos intoxicados por cobre maiores

concentragfes de HRFP e &cido urico, indicando com o aumento destes marcadores
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do estresse oxidativo e a resposta compensatoéria frente a formacdo de EROs
proximo a crise hemolitica que acompanha o quadro.

Bernabucci et al. (2005) estudaram vacas no periodo de transicdo e
observaram que animais com maior escore de condi¢ao corporal (ECC) no pré-parto
e maiores perdas de ECC no poés-parto apresentavam maior sensibilidade ao
estresse oxidativo, com maiores concentracdes de EROSs, substancias reativas ao
acido tiobarbitirico e menores atividades de SOD. O que pode ocorrer devido a
maior perda de ECC maiores os desafios oxidativos, e em resposta a este desafio
maiores atividades de SOD sé&o disponibilizadas. Quando comparado o grupo de
vacas independente da divisdo em ECC, a atividade de SOD aumentou
progressivamente nas Ultimas trés semanas antes do parto, chegando ao limite
maximo quatro dias antes do parto. Ap6s o parto, a atividade da SOD diminuiu
rapidamente para alcancar os niveis registrados antes do parto.

Em estudo realizado por Pathan et al. (2010) com bufalas Mehsana, no dia do
parto os animais apresentaram maior atividade de SOD eritrocitaria, em comparacao
com 15 e 30 dias antes e depois do parto, inferindo que no parto ha maior estresse
e, devido ao decréscimo dos teores posteriormente ao parto, haveria reducdo deste
estresse. Seven et al. (1996) em estudo focando a atividade da tireoide, avaliaram
as atividades de SOD, GSH-Px e GSH em ratos com hipertireoidismo
suplementados ou ndo com vitamina E. O aumento observado nestas enzimas nos
ratos do grupo tratado demonstrou a capacidade antioxidante da vitamina em reduzir
0 estresse do aumento do metabolismo basal.

Kamiloglu et al. (2006), verificaram que a suplementagdo com vitamina E e (3-
caroteno em ovinos atenuou o estresse oxidativo induzido pelo parto, demonstrado
pela maior concentragdo de GSH eritrocitaria e menores concentracdes de MDA
plasmatico. Segundo Machado (2009), o sistema glutationa e catalase sdo os
principais mecanismos de defesa contra o peroxido de hidrogénio (H.0,),
dependendo da quantidade de peréxidos. A catalase é uma hemeproteina que
catalisa a reducao do peréxido de hidrogénio a H,O e O,. Sua atividade enzimatica é
dependente do ferro presente na por¢cdo heme de sua estrutura (HARVEY et al.,
1997). Diminui a degradacdo oxidativa em outros tecidos, devido a remocgdo do
peréxido de hidrogénio difundido do meio extracelular para os eritrécitos. O sistema

glutationa atua em niveis baixos de peréxido devido a maior afinidade da GSH-Px



34

pelo peréxido de hidrogénio, enquanto que a catalase age principalmente em
concentracdes elevadas de peroxidos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Embora ndo haja consenso na literatura do real beneficio da administracao de
antioxidantes, esta pratica de manejo pode representar importante método de
controle, de baixo custo, para doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007). A literatura é muito rica quando se trata da
utilizacao de vitamina E em vacas leiteiras, porém o uso da associa¢cao de vitaminas
ADE é pouco explorado apesar da grande disponibilidade de produtos comerciais.

O estresse € capaz de esgotar 0s recursos antioxidantes do organismo
(SCONBERG et al., 1993). O processo de parto, embora fisiol6gico, € um evento
estressante. O aumento do estresse oxidativo em torno do parto (BERNABUCCI et
al 2002; CASTILLO et al.,, 2005) foi fundamentado pela menor concentracao
plasmatica de a-tocoferol (vitamina E) e retinol (vitamina A), durante o ultimo més de
gestacdo (LEBLANC et al., 2002.) e, mais significativamente, no parto (POLITIS et
al., 1996, GOFF et al., 2002). Neste sentido, Goff e Stabel (1990) observaram que
as concentracdes plasmaticas de retinol e vitamina E decrescem ao redor de 38% e
47%, respectivamente, em vacas leiteiras nos dias que precedem o parto. A reducéo
no consumo de matéria seca nas vacas entre uma e duas semanas antes do parto,
também diminui a disponibilidade de antioxidantes no organismo (WEISS et al.,
1990).

Deve-se ressaltar também que as exigéncias das vitaminas lipossoluveis A, D e
E aumentam com o maior potencial produtivo, baixa exposicdo a luz solar e
fornecimento insuficiente de forragem fresca aos animais (BALDI, 2005).

Vitamina E € o termo utilizado para um grupo de tocoferdis e tocotrienois dos
quais o a-tocoferol possui maior importancia biologica devido sua acao antioxidante.
Tem grande impacto na prevencdo de doencgas cronicas provavelmente associadas
ao estresse oxidativo.

A vitamina E tem reconhecido papel como antioxidante, atuando na prevencéo
de danos causados pelos EROs aos acidos graxos poli-insaturados e, como um
agente estabilizador de membranas, através da sua interacdo com os fosfolipides.
Tém-se estudado o papel da vitamina E como reguladora de enzimas, reacodes
celulares e expressao de genes (BRADFORD et al., 2003; BALDI, 2005). Segundo
Bradford et al. (2003) a acdo do a-tocoferol, sobre a modulacdo da atividade

enzimatica, pode ser maior do que sua acao sobre a estrutura da membrana. As
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fungbes da vitamina E no sistema antioxidante sdo variadas, mas ela também atua
em Vvarios outros mecanismos celulares e organicos como regulagdo da transcrigdo
de genes, agregacao plaquetaria e adesdo monocitaria (BRADFORD et al., 2003).
Além da acdo antioxidante, a vitamina E também atua melhorando a acédo da
insulina, consequentemente melhorando a eficiéncia do metabolismo energético.
Sua deficiéncia reduz a funcdo das células fagociticas, resultado na alteracdo do
metabolismo do acido araquidbnico para prostaglandinas e leucotrienos (NOCKELS
et al., 1979).

A diminuicdo da concentracdo plasmatica de vitamina E no dia do parto em
vacas foi documentada pela primeira vez por Goff e Stabel (1990) e foi atribuida a
sua utilizacdo na producédo e secrecdo de colostro. A concentracdo plasmatica de
vitamina E comeca a aumentar apos o parto devido a reducdo da colostrogenéses e
menor secregdo de vitamina E no leite.

A baixa concentracdo plasmética de vitamina E ao parto € considerada
importante fator de risco para a infec¢do intramamaria e o aparecimento de mastite
durante a primeira semana de lactacdo (GOFF; STABEL, 1990). Efeitos da
suplementacdo de vitamina E sobre as variaveis relacionadas com o0 estresse
oxidativo dependem da quantidade suplementada (WEISS et al., 1997) e de seu teor
basal (LEBLANC et al.,, 2002; PERSSON WALLER et al., 2007). Le Blanc et al.
(2002) demonstraram haver diferenca no efeito do tratamento com a vitamina E
entre vacas primiparas e multiparas.

Devido aos beneficios relacionados a vitamina E, como a melhora nos sistemas
imune e reprodutivo (HARRISON et al., 1984), reducao de infec¢cbes intramamarias e
mastite aparente (SMITH et al., 1984), levaram ao aumento substancial dos teores
de ingestdo recomendados para as vacas leiteiras. Em 1989, a recomendacgao do
NRC era de 15 Ul de vitamina E (como acetato de tocoferol) por kg de matéria seca
(MS). A recomendacao passou a ser 80 Ul / kg MS no periodo seco e imediatamente
apos o parto, e cerca de 20 Ul / kg durante a lactacdo, tendo em vista o consumo de
matéria seca total maior nesse periodo (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2001).
Deve-se considerar as perdas de vitamina E durante o processamento e
armazenamento da alimentacdo, processo de digestdo (embora as perdas de
vitamina E ruminais sejam minimas) e de absorcao, e as quantidades secretadas no

colostro. O coeficiente de variagdo nos alimentos pode ser mais do que 50%, e a
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perda de vitamina E a partir da forragem conservada pode chegar a 80% (WEISS,
1998).

Estudos realizados com vacas demonstraram que a suplementacdo oral com
1000 Ul de vitamina E/animal/dia no final do periodo seco, atenuou os efeitos da
diminuicdo de vitamina E circulante no periparto, mas nao significou a diminuicéo da
incidéncia de doencas (WEISS et al.,, 1990, 1992; ALLISON; LAVEN, 2000). A
administracdo injetavel de 3000 a 5000 Ul de vitamina E, uma semana antes do
parto, aumentou a concentracdo da vitamina e melhorou funcdo dos neutrofilos ao
parto (HOGAN et al., 1992; WEISS et al., 1992; POLITIS et al., 1995). Erskine (1997)
demonstrou reducdo de 50% na incidéncia de retencdo de placenta ap6s Unica
injecdo intramuscular de 3000 Ul de vitamina E entre 8-14 dias pré-parto.

Lopes et al. (2003), ao avaliarem a atividade funcional neutrofilica em cabras
com mastite concluiram que a suplementacdo com vitamina E, via parenteral, na
dose 2000 UI, diminuiu a gravidade da mastite com potencial redugcao percentual de
neutréfilos NBT-E, efeito atribuido a capacidade antioxidante que protege células
fagociticas e acdo de EROs produzidas durante a exploséo respiratoria realizada por
neutréfilos e macréfagos durante a fagocitose. Este mecanismo permite 0 aumento
das defesas contra infeccdes (BABIOR, 1984). Autores sugerem que a
administracdo oral de 3000 Ul/vaca/dia previne a deplecdo da vitamina E sérica no
periodo préximo ao parto, promovendo beneficios na qualidade do leite em funcéo
da influéncia sobre os neutréfilos (POLITIS, 2004; BOUWSTRA et al., 2008). Na
suplementacdo com 1000 Ul/vaca/dia a concentracdo manteve-se diminuida no pré-
parto (WEISS et al., 1990; BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA et al., 1994).

Ndiweni e Finch (1996) avaliaram a agdo in vitro da vitamina E em
polimorfonucleares de bovinos e observaram que as altas concentragbes desta
vitamina causaram a agregacao das células, um efeito inibitério na producdo de
EROs, mas nao afetaram a viabilidade das mesmas. A migracdo casualizada de
leucécitos PMN expostos a baixas concentracdes da vitamina foi aumentada,
entretanto, doses excessivas apresentaram pouco efeito. A quimiotaxia foi
aumentada ap0s a suplementacdo com baixas concentracdes de vitamina E. A
vitamina E aumentou significantemente a fagocitose de S. aureus opsonizados por
leucdcitos PMN de bovinos. Os autores observaram também que, até certa
concentracdo, a vitamina E aumenta a fagocitose de Staphylococcus aureus, sendo

qgue altas doses nao apresentaram diterencas quando comparadas a auséncia de
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suplementacao. Foi também observado que os leucdcitos PMN expostos a vitamina
E e ao selénio produziram quantidades de EROs levemente superiores aquelas dos
PMN néo tratadas, portanto, provavelmente apresentaram maior capacidade de lise
de microrganismos fagocitados. Por outro lado, as concentragdes muito altas
apresentaram efeito inibitorio na producgéo de EROs.

Vacas com concentracdo plasmética de vitamina E menores que 2,5 pg/mL
apresentaram 2,8 vezes mais chances de terem infeccdo intramamaria do que as
vacas com concentracdes superiores 2,5 pg/mL (WEISS et al., 1997). Jukola et al.
(1996) e Weiss et al. (1997) sugeriram que 3,0 pg/mL de vitamina E sdo necessarias
para a imunocompeténcia nas vacas leiteiras no periodo periparto. A suplementacao
com vitamina E em vacas secas tem sido utilizada a fim de aumentar a sua
concentracdo plasmatica (CAMPBELL; MILLER, 1998; RAJIV, 2001) e reduzir a
incidéncia da mastite e retencdo de placenta. Mas, a informagcédo sobre o numero
minimo de dias necesséarios para a suplementacdo oral de vitamina E durante
periodo pré-parto para manter o teor desejado de vitamina no parto ndo foi
precisamente determinado, embora LeBlanc et al. (2002) afirmem que nao adianta
administrar a vitamina E pela via parenteral, com intervalo superior a duas semanas
do parto, pois intervalo maior que esse, devido a farmacodinamica e farmacocinética
da vitamina, ndo surtiria efeito para a vaca, porém os autores deste trabalho
desconsideraram a possibilidade de armazenamento hepatico da referida vitamina,
demonstrada por Ochoa et al. (1992) com diferentes fontes de vitamina E.

Alguns estudos apontaram para a importancia das concentragcdes de vitamina
E no pré-parto de vacas, como potencial redutor da incidéncia de mastite no inicio
da lactacdo, porém o momento apropriado no pré-parto para a administracdo da
vitamina e as concentragdes ideais ainda ndo foram bem estabelecidas. Em 1992
Hidiroglou et al. ja afirmamava que as evidéncias experimentais indicavam papel
benéfico da suplementacdo de vitamina E sobre o desempenho do animal, maior
imunocompeténcia e preservacdo de produtos de carne e leite, porém a dose de
vitamina E necessaria para produzir esses efeitos desejados ainda precisava ser
estabelecida. Neste sentido a duavida sobre a dose efetiva de vitamina E ainda
perdura.

A vitamina D engloba dois grandes grupos a vitamina D3 (colecalciferol,
sintetizada pelos animais) e D, (ergocalciferol, sintetizado pelas plantas). Em ambos

0S casos € necessaria a incidéncia solar para sua producédo. Ha cerca de dez pro-
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vitaminas, produzidas pelos animais, que quando irradiadas formam a vitamina D.
Assim, animais criados confinados necessitaram maior atencdo quanto a
suplementacédo deste nutriente.

A principal funcdo da vitamina D € elevar o célcio e o fésforo plasmaticos em
concentragbes compativeis com a mineralizacdo dos ossos. A forma ativa da
vitamina D (1,25-(0OH).D), o calcitriol, atua como hormdnio esteroide é produzida no
rim, circula no sangue ligada a uma proteina especifica até o tecido-alvo. A vitamina
D atua em conjunto com dois horménios, calcitonina e hormonio paratireoide, na
manutencdo das concentracbes sanguineas de calcio e fosforo. Eleva a
concentracdo plasmatica destes minerais por estimular bombas especificas nos
intestinos, 0ssos e rins. Esta envolvida na regulacao do crescimento e diferenciacéo
de células do sangue, incluindo a hematopoiese e sistema imunoldgico. Estudos
sugerem a acdo da vitamina D como horménio imunorregulador, além de reduzir o
crescimento de certas células malignas e promover sua diferenciacdo (COLSTON et
al.,, 1981). As mesmas células que produzem a vitamina D respondem a ela
diminuindo a proliferacdo e aumentando a diferenciacdo. A producéo de vitamina D
pelos queratindcitos aumenta nos estagios iniciais de diferenciacéo e diminui ao final
da diferenciacao (BIKE et al., 1985).

Das vitaminas lipossoluveis, a vitamina D, que atua no metabolismo do célcio e
do fésforo (POND, 2005), nos paises tropicais, € tida como a menos importante a
ser suplementada. Porém, recentes pesquisas tem mostrado sua importancia na
manutencdo da densidade éssea (especialmente com o avancar da idade), na
performance fisica, uma vez que células musculares apresentam receptores para
esta vitamina, e sua deficiéncia atua em doencas autoimunes e até no cancer (LIPS,
2006). Sardar, et al. (1996) compararam a eficiéncia da vitamina E com a vitamina
D3 frente a reducdo da peroxidacéo lipidica e a determinagcéo da atividade da SOD
em ratos, e concluiram que a vitamina D3 influenciou mais na atividade da GPx que
a vitamina E. Os autores sugerem que o papel antioxidante da vitamina D3 pode
estar negligenciado, pois esta vitamina foi mais efetiva que a vitamina E no trabalho
realizado.

Ceylan et al. (2009) demonstraram que equinos submetidos a esforco fisico,
tiveram aumento de estresse oxidativo e diminui¢do das vitaminas A, D e E.

Vitamina A é a expressao genérica usada para descrever o retinol e todos os

carotenoides dietéticos que tém atividade bioldgica de transretinol.



39

Os beneficios de um adequado estado nutricional de vitamina A podem ser
atribuidos aos efeitos do retinol, que atua na manutengdo da integridade epitelial e
do sistema imunologico e, aos carotenoides, que tém acdo antioxidante.

Os carotenoides sao importantes sequestradores de radicais oxigénio singlet,
tendo sido reconhecidos pela sua alta capacidade antioxidante, interrompendo a
geracdo de carotenoides reativos ao oxigénio ainda nas etapas iniciais de sua
formacdo. Tal efeito também vem sendo atribuido mais recentemente ao proprio
retinol, do qual alguns carotenoides séo precursores Uma uUnica molécula de retinol
ou R-caroteno € capaz de inativar varios radicais oxigénio singlet antes de ser
destruida (GOMES et al., 2005).

O papel antioxidante da vitamina A é especialmente atribuido a sua capacidade
de interceptar as EROs. (BIANCHI; ANTUNES, 1999; URSO; CLARKSON, 2003;
CELI, 2010). Foi demonstrado por Goff e Stabel (1990) que vacas durante o periodo
de transicdo possuem significativa diminuicdo das concentracdes de retinol, vitamina
E e zinco. Sendo que o retinol progressivamente diminuiu, chegando a 38% de
déficit no pds-parto e ndo retornou aos valores pré-parto até o fim do estudo, ou
seja, até duas semanas ap0s o parto. Os autores sugerem que esta diminuicdo é
resultado da passagem das vitaminas A, E e do zinco para a produgédo e secrecao
de colostro. Segundo LeBlanc et al. (2004), um aumento de 100ng/mL na
concentracdo sérica de retinol, durante a Ultima semana que antecede o parto de
vacas leiteiras, corresponde a um decréscimo de 60% do risco de mastite no inicio
da lactacéo.

A vitamina E pode atuar de forma n&o especifica no sistema imune, no entanto,
outras vitaminas como as vitaminas A e D podem influenciar a resposta imune de
maneira altamente especifica. As vitaminas A e D se diferenciam das demais pelos
seus metabdlitos bioativos, o acido retinoico e a 1,25-dihidroxitamina Ds, que
exercem seus efeitos pela ligacdo a receptores nucleares de hormoénios (MORA et
al., 2008). Por exemplo, o efeito da 1,25-dihidroxitamina D3 sobre o sistema imune
deve-se, em parte, a inibicdo da expressdo de interferon-y (IFN- y) e interleucina
(IL)-2, que é mediada pela ligagdo do complexo VDR-RXR - formado pelo receptor
nuclear de vitamina D (VDR) que heterodimiza com o0s receptores nucleares da
familia de receptores X de retindide (RXR) — aos elementos responsivos da vitamina
D (VDRE) nos genes que codificam a IL-2 e IFN- y (CIPPITELLI; SANTONI, 1998).
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Assim, a vitamina D pode levar ao aumento da capacidade microbicida, ja descrita
em macréfagos (HOLICK, 2007).

Os metabdlitos da vitamina A modulam aspectos funcionais mais especificos
da resposta imune como o balanco entre as resposta Thl e Th2 e a diferenciacéo de
células T reguladoras (MORA et al.,, 2008). De fato, o acido retindico leva a
diferenciacdo de células Th2 pela inducdo da expressao de IL-4 (LOVETT-RACKE;
RACKE, 2002).

O controle do metabolismo oxidativo nas células é extremamente importante
para a sobrevivéncia dos organismos no ambiente aerdbico. Em adicdo aos efeitos
protetores dos antioxidantes enddgenos, a inclusdo de antioxidantes é de grande
importancia para a diminuicéo do risco de desenvolvimento de doencas associadas
ao estresse oxidativo. A utilizacdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta
ou mesmo sintéticos é um dos mecanismos de defesa contra as EROs que podem
ser empregados na medicina veterinaria na forma de prevencao de alteracbes ou
recuperacédo destas (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Apesar do periodo de transicdo de vacas leiteiras e seu manejo terem sido o
foco nas pesquisas em nutricdo e fisiologia nos ultimos quinze anos (OVERTON;
WALDRON, 2004), muitas duvidas ainda permanacem sobre as implicacdes deste
periodo, as enfermidades correlacionadas e uso de antioxidantes a fim de minimizar

as alteracdes decorrentes a este periodo.
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CAPITULO 1 - METABOLISMO OXIDATIVO E PERFIL BIOQUIMICO DE VACAS
HOLANDESAS PRIMIPARAS E MULTIPARAS NO PERIODO DE TRANSICAO
SUPLEMENTADAS COM VITAMINAS ADE.
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3 INTRODUCAO

O periodo transicdo é considerado critico e complicagdes nesta fase podem
comprometer os sistemas de criagdo devido ao acometimento de matrizes e crias.
Com o objetivo de melhorar a eficiéncia produtiva, o sistema intensivo é muito
utilizado. Porém nesse tipo de criacdo, observa-se aumento dos problemas
metabdlicos e nutricionais em relacdo aos problemas parasitarios e infecciosos.

Toda vaca leiteira passa por periodo de resisténcia a insulina, reducdo de
consumo, balanco energético negativo, lipdlise e perda de peso, hipocalcemia,
diminuicdo da resposta imune e contaminacdo bacteriana do Utero por um periodo
antes do parto e também durante as semanas ap0s o parto. Assim, um terco destas
vacas pode ser afetado por algum tipo de doenca metabdlica ou infecciosa no inicio
da lactacdo (LEBLANC, 2010). Neste contexto, tem crescido o interesse cientifico
em estudar o envolvimento de EROs na patogenia destes processos (BERNABUCCI
et al., 2005; LEBLANC et al., 2010), bem como verificar o impacto e a eficiéncia da
suplementacdo com antioxidantes nos animais mantidos nos sistemas intensivos de
producdo durante este periodo critico (LEBLANC et al., 2002; BOUWSTRA et al.,
2010).

A dieta de vacas leiteiras com a utilizacdo de silagem como volumoso é
conhecida pelo seu baixo conteddo em antioxidantes (BALLET et al., 2000) sendo
assim, nos periodos de maior demanda metabdlica, como no periparto, estes
animais tem maior chance de entrarem em estresse oxidativo. Além disso, a
suplementacdo com concentrado na dieta reduz a ingestdo de forragem (BARGO et
al., 2002) e aumenta a degradacédo de alguns antioxidantes no rumen (WEISS et al.,
1995).

Embora ndo haja consenso na literatura do real beneficio da administragdo de
antioxidantes, esta pratica de manejo pode representar importante método de
controle, de baixo custo, para doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de duas aplicacdes de vitamina ADE
intramuscular (IM) sobre o perfil bioquimico e metabolismo oxidativo de vacas
holandesas multiparas e primiparas, com dieta a base de silagem de milho e

concentrado, no periodo de transicao.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 32 vacas holandesas, higidas, no ultimo més de gestacéo,
com média de producédo de 30 kg de leite/dia mantidas em sua fazenda de origem,
em Pilar do Sul no Estado de Sao Paulo. Todas as vacas compunham o mesmo lote
e foram submetidas a manejo e dietas idénticos (Figura 1).

Esses animais foram alimentados com silagem de milho e concentrado a base
de farelo de soja, farelo de milho, residuo de cervejaria, polpa citrica, ureia e nucleo
mineral (Bovigold® e Lactobovi®), sendo a relagéo concentrado/volumoso de 50:50.
A alimentacdo das vacas seguiu os critérios de arracoamento, divisdo em trés tratos
diarios, apos cada uma das ordenhas diarias, em linha de cocho individual e a
divisdo dos lotes em lactacédo foi feita de acordo com a ordem de partos (primiparas

e multiparas).

Figura 1: Vacas holandesas alojadas no free-stall.

O delineamento foi de blocos casualizados com arranjo fatorial 2x2, foram
considerados dois niveis de parto (multiparas ou primiparas) e dois tratamentos
(vitamina ADE ou solugéo fisiologica). As vacas foram distribuidas aleatoriamente
por sorteio, sendo que a composicao final do Grupo Controle foi de nove multiparas
e oito primiparas e do Grupo Tratado foi de oito multiparas e sete primiparas.

O grupo tratado recebeu duas doses da associagcédo vitaminica ADE (270.000
Ul vitamina A, 80.000 Ul vitamina D e 80 mg vitamina E/mL) na dose de 1mL/50 kg

de Peso Vivo pela via intramuscular profunda, aos 20 e 10 dias antes do parto.
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Nestes mesmos momentos e pela mesma via de aplicagcdo o grupo controle recebeu
1mL/50 kg de peso vivo de solucéo fisiologica estéril para mimetizar o efeito do
estresse causado pela injecdo e manipulacédo do animal.

Em média os animais estavam com 600 kg de peso vivo, ou seja, 0 grupo
tratado recebeu 12 mL do produto sendo 3.240.000 Ul de Vitamina A, 960.000 Ul de
vitamina D e 960 mg de vitamina E por aplicacéo.

Aos -20d;-10d; 0d (até 24 horas deste); 7d; 14d; 28 dias do parto foram
colhidas amostras de sangue para posteriores determinagfes. A figura 2 ilustra o
esquema do tratamento e das coletas de sangue de acordo com 0S momentos

experimentais.

Figura 2 — Atividades e respectivos momentos experimentais.

20d antes do parto 10d antes do parto PARTO +7d +14d +28d
Coleta de sangue Coleta de sangue Coletas de sangue

Aplicacéo Vit ADE Aplicacéo Vit ADE

Foram determinadas as concentracdes plasmaticas de em analisador
bioguimico automatico, da marca Labtest, modelo Labmax 240:

e Concentracdo plasméatica de glicose - kit Dyasis® (codigo 1.2500.99.10.022)

e Concentracdo plasmatica 3 hidroxibutirato (BHB) - kit Randox (codigo RB
1007)

e Concentracdo plasmatica de acidos graxos nédo esterificados (AGNE) - kit
Wako (codigo Sol. A 995.34791 4x50mL, color reagent A 999-34691 4x50mL;
Sol. B 993-35191 4x25mL; reagent B 991-34891 4x25 mL)

e Concentracdo sérica de Colesterol - kit Biosystems (codigo 11.505)

e Atividade sérica de aspartato transaminase (AST) - kit Biosystems (codigo
11.531)
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e Atividade sérica de gama glutamil transferase (GGT) - kit Diasys (codigo
1.280199.10.021)

e Atividade sérica de creatina fosfoquinase (CK) - Kit Dyasis (cédigo
1.1601.99.10.021)

O metabolismo oxidativo foi avaliado pelos seguintes marcadores:

e Habilidade de reducéao férrica plasmatica (HRFP). A habilidade da reducéo de
ions férricos no plasma EDTA, foi realizada de acordo com Benzie, Strain
(1996). As leituras foram realizadas utilizando-se espectrofotdmetro marca
CELM®, modelo E225D, em comprimento de onda 593nm.

e Atividade da superoxido dismutase (SOD). Foi realizada pelo método
colorimétrico descrito por Woolliams e Wiener (1983) e adaptado para
analisador bioquimico automéatico LABMAX 240, utilizando-se kit comercial
RANDOX SD 125 (Ransel® Laboratories, Randox, Crumlin, UK) sendo
utilizada a papa de heméacias na diluicdo de 200pL.

e Concentracdo de glutationa reduzida (GSH). Foi realizada no sangue total e
determinada por meio de método colorimétrico (Beutler et al.,, 1963) e as
leituras realizadas em espectrofotdmetro digital, marca Micronal® - modelo
B34211, em comprimento de onda 412nm.

e Concentracdo de malondialdeido (MDA). A peroxidagdo lipidica foi
determinada indiretamente pelo teor de MDA no plasma heparinizado pelo
método do acido tiobarbiturico, descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990).

As amostras de sangue sem anticoagulante foram mantidas em temperatura
ambiente, até a retracdo do coagulo, enquanto que as demais, com anticoagulante,
foram homogeneizadas e prontamente refrigeradas.

Ao final de cada coleta todas as amostras foram conduzidas ao Laboratério de
Doencgas Nutricionais e Metabdlicas da Faculdade Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo para processamento. No sangue com EDTA foi
realizado, inicialmente, o procedimento parcial para GSH e essas amostras foram
armazenadas no freezer a -80°C até realizacdo da analise em até 30 dias da coleta.
O sangue heparinizado foi centrifugado por 10 minutos em 450 G a 4°C em
centrifuga refrigerada marca SORVALL®, modelo Legend RT, para separar o plasma
das hemécias. As hemacias foram entdo lavadas com PBS por trés ciclos para a

obtencdo da papa de heméacias que foram armazenadas por um prazo maximo de
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30 dias a -80° C, para posterior determinagao da SOD. Os tubos sem anticoagulante
e os contendo fluoreto foram centrifugados a 1700 G, por 15 minutos, na centrifuga
da marca FANEM®, modelo Excelsa Il 206 BL, o soro e o plasma foram entdo
aliguotados e mantidos a -80°C até a determinacéo das variaveis supracitadas.

Os dados foram analisados pelo programa Statistical Analysis System
(Versao 9.3, 2010) utilizando o procedimento MIXED, sendo anteriormente verificada
a normalidade dos residuos, pelo teste de Shapiro-Wilk, e a busca por “outliers”
através do procedimento UNIVARIATE do SAS. Os dados que ndo atenderam a
premissa da normalidade dos residuos foram submetidos a transformacgéo
logaritmica ou pela raiz quadrada. Os dados, transformados ou néo, foram
submetidos a analise de variancia para delineamento inteiramente casualizado com
arranjo fatorial de tratamentos (2 x 2), adicionado do fator medidas repetidas no
tempo, referentes aos diferentes momentos de coleta. O modelo contemplou, como
causas de variacdo, o efeito de vitamina, efeito de ordem de parto, efeito de
momento, bem como efeito de trés interacdes duplas (vitamina*parto,
vitamina*momento, parto*momento) e uma interacéo tripla
(vitamina*parto*momento), como fatores fixos.

A analise dos efeitos de vitamina, ordem de parto e sua interagdo por
momento somente foi realizada quando uma das interagdes entre efeito de momento
e esses fatores foi significativa. Para todos os testes avaliados considerou-se o nivel
de significancia de 5%.

O projeto foi aprovado pela Comissé&o de Etica da FMVZ/USP sob protocolo n®
1703/2009.
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5.1 Habilidade de reducéo férrica plasmética (HRFP)

A HRFP apresentarou efeito do momento (P<0,0001) (Tabela 1) e efeito da

vitamina (P=0,0345), ou seja, o grupo tratado diferiu do grupo controle independente

do numero de partos dos animais (Grafico 1).

Tabela 1 - Valores médios e respectivos desvios padrdo da habilidade de reducéo férrica plasmética

(umol/L) de vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de

transicdo — S&o Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média

20 252,55 296,87 271,44 257,52 266,77 °
(£32,87) (+68,81) (220,11) (+28,16) (+38,68)

10 273,73 255,13 269,11 259,73 265,04 "
(£21,37) (£27,90) (£22,63) (+41,64) (£28,99)

0 321,67 311,89 352,71 306,42 323,17%
(£32,18) (247,71) (247,47) (+56,05) (+47,62)

v 291,28 238,66 316,46 306,88 293,71
(+44,25) (245,72) (£60,57) (£53,31) (£57,44)

14 314,11 318,71 351,94 292,25 321,23%
(£11,15) (£35,03) (£28,51) (£26,81) (£34,94)

o8 291,56 324,08 315,45 274,39 298,962
(£28,41) (£35,60) (£45,52) (£33,88) (£39,90)
Média 287,47 291,08 311,04 281,92 293,25
(£37,37) (£52,67) (£50,85) (+44,48) (+47,61)

Notas:* Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05) entre 0s momentos.
Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apés o parto; Momento 14: 2 semanas apés o parto; Momento

28: 4 semanas apds o parto.
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Gréfico 1 - Valores médios e respectivos desvios padrdo da habilidade de reducao férrica plasmatica
(umol/L) de vacas (multiparas + primiparas) tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo
de transicdo — Sao Paulo - 2010

Habilidade de Redugao Férrica Plasmatica
(rmol/L)
400
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== Controle =ll=Tratado - ADE

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

5.2 Atividade desuperéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD néo diferiu entre o grupo tratado e controle (Tabela
2). Foram observadas maiores concentracdes de SOD nas vacas primiparas

(P=0,0162), caracterizando o efeito do numero de parto (Gréfico 2).
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Tabela 2 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da atividade da enzima superoxido
dismutase (U/g de Hb) de vacas multiparas e primiparas tratadas e nao com vitamina ADE

no periodo de transicdo — S&do Paulo — 2010

TRATAMENTOS

Primiparas Multiparas
Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 4219 3442 3556 3460 3676
(21718) (£440) (2622) (2492) (2991)
10 5237 4427 3488 3545 4145
(2986) (+1368) (£656) (2966) (£1203)
0 3891 4425 3726 3359 3826
(£1433) (2988) (2982) (2947) (£1104)
v 3519 3951 3508 4099 3763
(£756) (x811) (£1441) (+1667) (21233)
14 3876 4801 3292 3899 3920
(21619) (£1578) (£622) (£1282) (£1355)
28 4021 4807 4293 4240 4327
(£1431) (£2259) (£1530) (1797) (£1688)
Média 4146 4309 3645 3757 3944
(£1409) (£1375) (£1054) (£1233) (£1284)

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

Grafico 2 — Valores médios da atividade da enzima superéxido dismutase (U/g de Hb) de vacas

multiparas e vacas primiparas no periodo de transicdo — Sao Paulo - 2010

Superoxido Dismutase (U/g de Hb)
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o0 parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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5.3 Concentragéo de glutationa reduzida (GSH)

N&o foram observadas diferencas nas concentracées de GSH nos grupos
experimentais tanto em relacdo ao tratamento quanto em relagdo ao numero de

partos (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de médias e respectivos desvios padrdo da concentracdo da glutationa reduzida
(mg/dL) de vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de
transi¢cdo — S&o Paulo - 2010

TRATAMENTOS

Primiparas Multiparas
Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 39,60 28,81 31,51 36,15 34,18
(£12,98) (£6,93) (25,37) (£9,55) (29,72)
-10 47,88 33,49 49,87 47,09 45,10
(+31,36) (£7,44) (¢27,00) (+31,16) (£23,69)
0 45,13 43,85 38,13 43,51 42,39
(£20,52) (216,47) (224,09) (£21,73) (£20,29)
v 45,61 42,32 38,47 37,60 40,88
(9,45) (+15,18) (213,92) (+17,56) (£13,97)
14 41,35 51,33 40,16 37,20 42,16
(+10,92) (227,57) (x27,57) (x10,21) (£20,51)
o8 47,82 42,92 35,64 35,78 40,31
(£16,54) (£16,97) (x11,37) (£6,47) (£13,71)
Média 44,55 40,45 39,11 39,56 40,86
(£15,27) (217,24) (220,08) (x17,74) (x17,75)

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apés o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

5.4 Concentracdo de malondialdeido (MDA)

N&ao foram observadas diferencas nas concentracdes de MDA nos grupos
experimentais tanto em relacdo ao tratamento quanto em relagdo ao numero de

partos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Valores de médias e respectivos desvios padrdo da concentracdo de malondialdeido
(umol/L) de vacas multiparas e primiparas tratadas e nao com vitamina ADE no periodo de

transicdo — Séo Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 0,50 0,57 0,75 0,57 0,60
(£0,21) (£0,15) (20,33) (20,24) (£0,25)

-10 0,59 0,64 0,53 0,64 0,60
(x0,12) (x0,10) (x0,08) (x0,11) (x0,11)

0 0,67 0,71 0,60 0,59 0,64
(x0,19) (x0,23) (x0,12) (x0,15) (x0,17)

v 0,69 0,62 0,60 0,59 0,63
(£0,20) (£0,18) (£0,19) (20,21) (x0,19)

14 0,65 0,52 0,54 0,57 0,57
(£0,20) (£0,16) (x0,12) (£0,12) (x0,15)

28 0,63 0,62 0,50 0,64 0,60
(x0,19) (x0,15) (x0,18) (20,09) (x0,16)

Média 0,62 0,61 0,59 0,60 0,60
(£0,19) (£0,16) (£0,19) (£0,16) (x0,18)

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

5.5 Concentracao plasmatica de glicose

A concentracdo plasméatica de glicose foi influenciada pelo momento
(P<0,0001) (Tabela 5), caracterizando o efeito do parto, além disso, foram
observadas maiores concentragcdes no grupo das vacas primiparas que no grupo
das multiparas, caracterizando o efeito do nimero de partos (P=0,001) (Gréfico 3).

Houve interacao parto e numero de parto (P=0,0372) (Tabela 5).



52

Tabela 5 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da concentracdo plasmatica de glicose
(mmol/L) de vacas multiparas e primiparas tratadas e nao com vitamina ADE no periodo de

transicdo — Séo Paulo - 2010

TRATAMENTOS P
Primiparas Multiparas Interacéo
. Momento x N°
Momento Controle ADE Controle ADE Média de Parto
2,61 2,58 2,63 249 258%
-20 (x0,19) (x0,30) (x0,21) (20,36) (i0,263 0,6645
2,62 2,56 2,51 2,47 2,54
-10 (20,29) (£0,20) (£0,36) (20,23)  (x0,28) 0,3201
0 3,06 3,25 2,93 2,56 2,93¢ 0.986
(x0,72) (£1,04) (£0,48) (20,40) (iO,B%) ’
2,58 2,74 1,94 2,21 2,35
! (x0,49) (£0,16) (20,53) (x0,27)  (+0,50) 0,0009
2,33 2,49 2,12 1,65 2,14°¢
14 (x0,31) (£0,47) (x0,41) (x0,31)  (x0,48) 0,0007
Cc
28 2,58 2,21 1,91 2,01 2,17 0.0175

(£0,56) (+0,37) (+0,56) (30,29)  (20,52)

2,61 2,64 2,35 2,23 2,45

Média (+0,47) (£0,59) (+0,57) (+0,44)  (+0,54)

Notas: * Letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05) entre os momentos. Momento
-20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose; Momento 0:
dia do parto; Momento 7: 1 semana ap0s o parto; Momento 14: 2 semanas ap0s o parto; Momento 28: 4
semanas apods o parto.

Gréfico 3 — Valores médios e respectivos desvios padrao da concentracdo plasmatica de glicose
(mmol/L) de vacas multiparas e primiparas no periodo de transi¢cdo — Sao Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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5.6 Concentracdo plasmatica de betahidroxibutirato (BHB)

A concentracao plasmética de BHB apresentou efeito do momento (P<0,0001)
(Tabela 6), foram observados também maiores concentragdes de BHB no grupo das
vacas multiparas que nas primiparas, caracterizando o efeito do numero de partos
(P=0,0012) (Grafico 4). Houve interacdo momento, niumero de parto e vitamina
(P=0,0292) (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da concentragdo plasmética de BHB
(mmol/L) de vacas multiparas e primiparas tratadas e nao com vitamina ADE no periodo de

transi¢cdo — S&o Paulo - 2010

TRATAMENTOS Probabilidades
Primiparas Multiparas ADE Parto  Interacgao
Momento Controle ADE Controle  ADE Média XOOc?;e;;?té
X Vitamina
220 (1-0(3,71:;) (36%10) (fo'iol) (36%%) (%325 01394 071296  0,6305
110 (36,72?9) (3672%) (106,7137(5) (36?22) &&82:; 009291 04622  0,5289
0 (106,4712) (fi?oi) (36,54%) (fé%) (gb‘rfsc) 01062 00029  0,4869
T B e ol &R et o707 03098 00669
14 (fd,8l’>3].) (36,5417) (36381) ( i16,1351) &gﬂ; 05755 0,0480  0,0055
28 (fdis%) (fd,g) (t06,7£356) (36,72?5) &2’22; 0,8892 0,0028  0,9226
Média 0,68 060 071 088 072 4004 00012  0,0229

(£0,47)  (¥0,59)  (#0,57)  (x0,44) (0,32)

Notas: * Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05) entre os momentos.

Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento 0: dia do parto; Momento 7: 1 semana apos o parto; Momento 14: 2 semanas ap6s o parto; Momento
28: 4 semanas apos o parto.
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Gréfico 4 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da concentragdo plasmatica de BHB
(mmol/L) de vacas multiparas e primiparas tratadas e nao com vitamina ADE no periodo de

transicdo — Séo Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana ap6s o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

5.7 Concentracédo de acidos graxos néao esterificados (AGNE)

As concentragfes plasmética de AGNE apresentaram apenas efeito do
momento (P<0,0001) (Tabela 7 e Gréficos 5).
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Tabela 7 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da concentracdo plasmatica de AGNE
(umol/L) de vacas multiparas e primiparas tratadas e nao com vitamina ADE no periodo de

transicdo — Séo Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 140,59 201,32 115,87 103,51 136,67 °

(+86,11) (£136,20) (£73,78) (£27,75) (+88,94)

10 208,09 239,83 262,71 220,59 233,52°¢
(+81,18) (+196,48) (+276,15) (+188,36) (+192,66)
0 573,75 476,39 612,53 633,11 578,20°
(+475,83) (+114,25) (£404,49) (2243,58) (+335,76)
v 693,36 322,72 317,74 419,43 441,88
(£440,72) (£133,69) (£192,28) (£292,78) (£320,35)
14 438,16 311,30 343,14 323,23 354,95°
(2284,12) (+68,86) (+315,28) (£228,20) (£243,05)
28 212,29 255,99 176,61 168,91 200,97
(£67,98) (£207,40) (£81,15) (£88,46) (£118,28)

Média 377,71 303,22 304,77 315,89 325,73
(£347,41) (£167,72) (£290,03) (£261,27) (£278,16)

Notas: * Letras minasculas distintas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) entre os momentos.

Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana ap0ds o parto; Momento 14: 2 semanas ap0s o parto; Momento
28: 4 semanas apo6s o parto.

Gréafico 5 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da concentracdo plasmatica de AGNE

(umol/L) de vacas no periodo de transi¢cdo — Sdo Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o0 parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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5.8 Concentracdo sérica de colesterol

A concentracdo séricas de colesterol apresentou efeito do momento
(P<0,0001) (Tabela 8 e Gréfico 6).

Tabela 8 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da concentragdo sérica de colesterol
(mmol/L) de vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de

transi¢cdo — S&o Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas
Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 1,54 1,59 1,65 1,50 1,57°¢
(+0,45) (+0,28) (+0,47) (+0,55) (+0,44)
10 1,30 1,40 1,54 1,52 1,44°
(+0,25) (+0,34) (+0,30) (+0,41) (+0,33)
0 1,31 1,30 1,10 1,07 1,18¢
(+0,34) (+0,37) (+0,27) (+0,21) (+0,31)
v 1,19 1,67 1,77 1,42 1,53°¢
(+0,27) (+0,40) (+0,71) (+0,43) (+0,53)
14 1,85 2,23 2,17 1,99 2,08°
(+0,57) (+0,51) (+0,58) (+0,53) (+0,53)
o8 2,43 2,87 2,31 2,44 2,482
(+0,33) (+0,74) (+0,56) (+0,56) (+0,56)
Média 1,57 1,78 1,74 1,65 1,69
(+0,54) (+0,68) (+0,62) (+0,63) (+0,62)

Notas: * Letras minGsculas distintas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) entre os momentos.

Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apos o parto; Momento 14: 2 semanas ap6s o parto; Momento
28: 4 semanas apos o parto.
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Gréfico 6 — Valores médios e respectivos desvios padrao da concentragdo sérica de colesterol
(mmol/L) de vacas no periodo de transicdo — Sao Paulo, 2013
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana ap6s o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apads o parto.

5.9 Atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST)

A atividade sérica da enzima AST apresentou apenas efeito do momento
(P=0,001) (Tabela 9 e Grafico 7).
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Tabela 9 — Valores médios e respectivos desvios padréo da atividade sérica de AST (U/L a 30°C) de
vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de transigdo —
Séo Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 29,98 47,04 39,46 34,78 36,86
(+2,01) (¥19,14) (+7,25) (+9,55) (+11,86)

10 30,37 35,51 37,17 34,78 34,62¢
(x4,77) (25,42) (26,73) (27,87) (16,622)

0 45,71 53,23 47,56 48,64 48,80 "°
(+6,71) (¥12,16) (+5,20) (+10,97) (+9,06)

y 59,20 58,38 57,39 72,64 62,02°
(+10,46) (¥12,02) (+5,54) (+31,57) (+18,31)

14 52,32 50,41 58,35 52,76 53,59 %
(+9,33) (+7,43) (+7,25) (+11,40) (+9,02)

28 42,78 51,51 49,64 44,37 47,15°
(+6,23) (¥13,05) (+6,86) (+6,94) (+8,85)
Média 44,25 49,75 47,59 47,90 47,37
(x12,97) (x13,38) (£10,59) (19,74) (£14,58)

Notas: * Letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) entre 0s momentos.

Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana ap0s o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto; Momento
28: 4 semanas apos o parto.

Gréfico 7 — Valores médios e respectivos desvios padrao da atividade sérica de AST (U/L a 30°C) de

vacas no periodo de transicao — Sdo Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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5.10. Atividade sérica de gamaglutamil transferase (GGT)

A atividade sérica de GGT foi maior no grupo das vacas multiparas do que no
grupo das primiparas, caracterizando o efeito do numero de partos (P=0,005)
(Grafico 8), também houve efeito do momento (P=0,0335) (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores médios e respectivos desvios padrédo da atividade sérica de GGT (U/L a 30°C) de
vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de transi¢éo —
S&o Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 9,35 10,27 17,25 16,31 13,79°
(+1,97) (+3,50) (+3,94) (+7,19) (+5,74)

-10 10,43 11,31 17,15 17,34 14,47 %
(+4,81) (+2,08) (+3,05) (+6,13) (+5,26)

0 17,42 12,77 16,94 16,09 15,84 %
(+10,42) (+5,57) (+3,14) (+6,88) (+6,52)

v 14,08 13,48 16,98 19,79 16,17 %
(+7,60) (+5,10) (+3,88) (+9,57) (+7,08)

14 14,23 14,49 16,48 19,66 16,162
(+4,52) (+2,57) (+3,99) (+6,64) (+4,89)

28 14,45 12,15 16,63 16,51 15,09 %
(+4,43) (+2,40) (+3,35) (+3,59) (+3,80)
Média 13,36 12,49 16,91 17,57 15,27
(+6,32) (+3,84) (+3,38) (+6,69) (£5,64)

Notas: * Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05) entre os momentos.

Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apés o parto; Momento 14: 2 semanas apés o parto; Momento
28: 4 semanas apos o parto.
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Gréfico 8 - Valores médios e respectivos desvios padrédo da atividade sérica de GGT (U/L a 30°C) de

vacas multiparas e primiparas no periodo de transicdo — Sao Paulo, - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apos 0 parto;
Momento 28: 4 semanas apads o parto.

5.11 Atividade sérica de creatinoquinase (CK)

A atividade de CK foi maior no parto e a partir deste até o final do experimento
(P<0,0001) (Tabelas 11 e Gréficos 9).
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Tabela 11 — Valores de média e desvio padrdo da atividade sérica de CK (U/L a 30°C) de vacas

multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de transicdo — Séo

Paulo - 2010
TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 75,21 74,27 51,20 56,85 63,34 °
(+27,19) (¢31,31) (£6,21) (+16,87) (+23,00)

10 54,62 63,72 63,46 61,06 60,81°
(£20,21) (212,93) (222,71) (£25,75) (£20,71)

0 110,58 166,81 85,79 135,39 122,882
(£56,95) (269,29) (212,52) (294,73) (£68,77)

v 88,00 155,77 127,43 105,02 108,842
(£31,27) (+110,53) (297,09) (£71,42) (£79,27)

14 98,63 79,24 79,91 98,47 89,39°
(£38,29) (¢16,67) (¢15,67) (£49,94) (£33,26)

08 97,82 125,93 85,52 87,00 98,21°
(£51,61) (¢30,19) (¢16,52) (£22,18) (£34,48)
Média 87,49 106,06 82,60 90,46 91,15
(£40,98) (£65,26) (246,46) (£58,59) (£53,69)

Notas: * Letras minasculas distintas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) entre os momentos.

Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apos o parto; Momento 14: 2 semanas ap6s o parto; Momento
28: 4 semanas apo6s o parto.

Grafico 9 — Valores médios e respectivos desvios padrdo da atividade sérica de CK (U/L a 30°C) de

vacas no periodo de transi¢do — S&o Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana ap6s o0 parto; Momento 14: 2 semanas apds 0 parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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6 DISCUSSAO

A divisdo dos grupos em fatorial 2 X 2 (tratado e controle / multiparas e
primiparas), possibilitou a avaliacdo da administracdo intramuscular das vitaminas
ADE em relagdo aos 4 tratamentos. Desta forma, observou-se o comportamento das
variaveis bioquimicas (AST, GGT, CK, glicose, BHB, AGNE e colesterol) e do
metabolismo oxidativo (SOD, GSH, HRFP e MDA), frente ao efeito da administracao
das vitaminas ADE, efeito do nimero de partos, bem como o efeito do parto.

Em relacdo ao status oxidativo houve diferenca na variavel HRFP quando
comparada as vacas que receberam as vitaminas ADE e as do grupo controle. Estas
Gltimas apresentaram maior habilidade em redizir o ferro plasmatico que as
suplementadas, o que difere de alguns estudos encontrados na literatura.

Chaterjee et al. (2003) estudando o efeito da suplementacado oral de vitamina E
(1.000UI) no periodo periparto de vacas, iniciaram a suplementacéo vitaminica aos
0, 15, 30 e 60 dias antes do parto mantendo-a até o final do primeiro més de
lactacdo. Os autores ndo observaram influéncia da suplementacdo com vitamina E
na concentracdo de HRFP. Porém observaram correlacdo positiva da atividade de
HRFP com as concentragcdes de vitamina E. Estes dados contradizem com o
presente estudo onde 0s animais suplementados com vitaminas ADE apresentaram
menor atividade de HRFP gue os do grupo controle (P=0,0345), além disso, a HRFP
aumentou no parto enquanto no estudo citado o comportamento foi 0 oposto
(P<0,0001). Gaal et al. (2006) observaram reducéo de 20% nos valores de HRFP no
momento do parto de vacas holandesas, ndo obtendo diferengca nos momentos pré e
pos-parto. Os autores encontraram valores de HRFP no momento do parto foram em
média 400 umol/L e no pré e pds-parto os valores médios foram 500 pumol/L. Estes
mesmos autores observaram valores de SOD 11% maior no momento do parto e,
semelhante ao presente estudo, nédo foi verificado qualquer alteracdo nos valores de
MDA.

A concentragao inicial de vitamina E no plasma dos animais no estudo de
Chaterjee et al. (2003) estava na faixa de 2,4 ug/mL duas semanas antes do parto e
1,9 pg/mL aos 21 dias pos-parto nas vacas néo suplementadas com vitamina E, e 0s
valores médios de HRFP eram de 797 umol/L duas semanas antes do parto e 844

pumol/L 21 dias pos-parto, sendo a menor concentracao detectada no dia do parto
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680 umol/L. Vale ressaltar que essas vacas do estudo de Chaterjee et al. (2003)
receberam dieta de alta qualidade a base de forragem de trevo (Trifolium
alexandrium L.), rico em [-caroteno. O que permitiu inferir que o status de
carotenoide influencia mais a HRFP que a propria vitamina E.

Woullepit et al. (2009) trabalharam com 80 vacas holandesas primiparas
avaliando o status oxidativo durante o periodo de transi¢cdo e a influencia do niumero
de ordenhas, densidade energética da dieta e producéo (baixa ou alta). Houve efeito
significativo do parto para HRFP, vitamina E, GSH-Px e SOD, o que indica
mudancas no estado oxidativo plasmético em torno deste evento. A concentracao de
vitamina E no plasma aumentou de 3,48 pg/mL duas semanas antes do parto para
4,76 pg/mL na quarta semana pos parto. Da mesma forma, o status antioxidante
plasmatico, considerado por meio dos valores de HRFP, foi mensurado somente 2
semanas antes do parto (213 pumol/L) e 4 semanas ap0s o parto (238 pmol/L).
Nestes mesmos momentos, 0 comportamento desta variavel foi semelhante ao do
presente estudo, tanto para as primiparas quanto para as multiparas, onde a HRFP
foi menor nos tempos -20 e -10 dias antes do parto e permaneceu elevada até o final
do estudo (28 dias pés parto). Porém Waullepit et al (2009) nédo fizeram andlises
intermediarias na proximidade do parto, impedindo a comparag¢do neste periodo
ainda critico.

Apesar da concentracdo de vitamina E ser menor no experimento de Chaterjee
et al. (2003) onde houve a suplementacdo com vitamina E, que no de Wullepit et al.
(2009), os valores de HRFP do grupo né&o suplementado do primeiro trabalho,
estavam trés vezes maiores que as do segundo e também que as do presente
estudo, o que nos permite inferir que o retinol oriundo da dieta no estudo de
Chaterjee et al (2003) pode ter influenciado nestes valores, fazendo com que os
animais utilizados no experimento estivessem com alta atividade de HRFP desde o
inicio.

A concentracdo de vitamina E nao foi determinada no presente estudo, sendo
gue os valores de HRFP foram de 265 e 321 umol/L duas semanas antes e quatro
seanas apos o parto, ou seja valores muito préximos ao de Waullepit et al. (2009),
que nao utilizaram nenhuma suplementacao vitaminica.

Uma possivel explicagdo para esclarecer o porqué do grupo suplementado
apresentar menor HRFP que o grupo controle, pode ser baseada no estudo de

Bouwstra et al. (2010), onde os autores concluiram que embora se considere a
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suplementacdo com vitaminas um procedimento seguro, se o animal ndo apresentar
concentracéo suficiente de substancias que compde o sistema de regeneracéo da
vitamina E (VEBSs), da qual fazem parte a GSH, vitamina C, coenzima Q10 e a GSH-
Px, esta suplementacdo muito provavelmente aumentara o estresse oxidativo e,
portanto a vitamina poderd causar danos ao invés de beneficios para a saude do
animal. Esses autores apontam a necessidade da determinacdo do status
antioxidante, ndo necessariamente da vitamina E, antes de se optar por um
programa de suplementacgéo. Portanto pode-se supor que a suplementagdo com as
vitaminas ADE, em relacdo as vacas controle, reduziu a concentracdo de HRFP. O
que vai de encontro com o sugerido anteriormente por LeBlanc et al (2002), que
devido aos elevados custos com a determinagédo da concentracdo de vitamina E no
plasma dos animais, frente ao baixo custo da vitamina, deve-se implementar a
suplementacdo das vacas duas semanas antes do parto.

A peroxidacao lipidica € um fendbmeno complexo que envolve a geracao de
metabalitos, entre eles o malondialdeido (MDA). Este € um dos produtos finais de
baixo peso molecular formado durante a decomposi¢do induzida por radicais de
acido graxo polinsaturados (JANERO, 1990). Bouwstra et al. (2010) constataram
maiores teores plasméaticos de MDA no parto e no inicio da lactacdo sugerindo que
nas primeiras semanas apds o0 parto o organismo apresenta maior producdo de
EROs que causam a peroxidacdo lipidica, devido a intensidade das mudancas
metabdlicas, sob regulacédo enddcrina, que ocorrem no inicio da lactacéo.

O MDA reage prontamente com o &cido tiobarbitarico produzindo um pigmento
vermelho que pode ser facilmente medido por espectrofotometria na forma de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) (JANERO, 1990). Os ensaios
de MDA foram criticados por baixa especificidade e formacgé&o artefato, uma vez que
apenas uma fracdo do MDA medido € gerado in vivo. Além disso, o ensaio das
substéancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), um método comum usado para
medir o MDA, é considerado inadequado, pois os resultados diferem de acordo com
as condic¢Oes de realizagao do ensaio (HALLIWELI; CHIRICO, 1993). Alguns estudos
em vacas leiteiras apresentaram resultados contrastantes ndo demonstrando
quaisquer alteracdes significativas nas concentracdes plasmaticas de MDA durante
o periodo periparto (CASTILLO et al., 2005; CASTILLO et al., 2006), enquanto que
em outros estudos MDA ou concentracdes de TBARS aumentaram no periodo
periparto (BERNABUCCI et al.,, 2002; 2005; BOUWSTRA et al., 2008). Esta



65

discrepancia aparente pode também ter sido principalmente devido as grandes
variagoes individuais observadas nas concentragcdes de MDA obtidas nos estudos
de Castillo et al. (2005, 2006) onde houveram elevados desvios padrdo nos dados
de MDA no momento do parto.

Em Aktas et al. (2011), vacas que receberam vitaminas ADE injetavel
(4.000.000U1 vit A, 600.000UI vit D3 e 400 mg vit E) e foram transportadas por 22h
apresentaram menor concentragdo de MDA frente ao grupo ndo suplementado.
Kamiloglu et al. (2006), verificaram que administracdo parenteral (IM) de vitamina A
(200.000 UI), B-caroteno (8 mg/kg) e a associacao destas em ovinos 15 dias antes
do parto atenuou o estresse oxidativo induzido pelo parto, demonstrado pela maior
concentracdo de GSH eritrocitaria e menores concentracdes de MDA plasmatico. A
reducdo do MDA no sangue duas semanas apés o parto também foi demonstrada
por Bouwstra et al. (2008) apd6s a suplementacdo com vitamina E. Porém, no
presente estudo, ndo houve qualquer diferenca de MDA e GSH em relacdo ao 3
efeitos estudados. Duas questdes precisam ser avaliadas quanto a estes resultados,
Oou 0S animais ndo entraram em estresse oxidativo portanto a concentracdo de MDA
se manteve estavel, ou entdo a técnica utilizada para a deteccdo de MDA, com
efichcia demonstrada para caracterizar o estresse oxidativo de grande magnitude
como na intoxicdo cuprica cumulativa em ovinos (WEIGEL et al., 2010), pode néo ter
sido eficiente para detectar pequenas variagcdes de concentracdo deste metabdlito
ocorridas nas vacas no periodo de transicao.

Bouwstra et al. (2008) demonstraram que em novilhas o efeito da vitamina E
sobre a MDA difere entre o sangue, figado e glandula mamaria. Esses autores
observaram que a suplementacdo de vitamina E ndo impediu o aumento de MDA
sanguineo ao parto, mas notaram que as baixas concentragdes sanguineas de MDA
nas vacas suplementadas duas semanas apdés o0 parto sugerem que a vitamina E
tenha papel na recuperacdo do estresse oxidativo no pos parto. Observaram
também que suplementagdo de vitamina E reduziu o dano oxidativo no figado,
enquanto que nenhum efeito foi encontrado nas concentragdes MDA no leite. Os
resultados mostraram que a relacdo entre o dano oxidativo e vitamina E varia de
acordo com o tecido estudado, sangue, figado, e leite. Isto significa que o estado
oxidativo e vitamina E calculada a partir de valores de sangue isoladamente devem

ser interpretados com cautela e ndo podem ser extrapolados para o animal inteiro.
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Considerando que vacas multiparas tém maior producdo de leite e maior
balanco energético negativo em comparacdo com vacas primiparas (MEHRZAD et
al., 2002; COFFEY et al., 2006). E provavel que as primiparas estejam sujeitas a
menor carga metabodlica no periodo periparto. Embora Bouswtra et al (2008) com
base nas concentracdes sanguineas de MDA aumentadas no parto, observaram que
novilhas também entrem em estresse oxidativo neste periodo.

Ainda em relacdo ao status oxidativo houve diferenca na atividade da SOD
guando comparada vacas primiparas e multiparas.

Neste contexto vale ressaltar que vacas primiparas ndo sdo influenciadas pela
lactacdo anterior, normalmente ndo apresentando histérico de doenca metabdlica
sendo um grupo relativamente mais uniforme em comparacdo com as vacas
multiparas. Drackley et al. (2005) consideraram que algumas caracteristicas das
vacas primiparas as tornam menos comparaveis com as multiparas especialmente
em relacdo o pico de produgdo menos pronunciado nas primiparas. O que vai de
encontro com o observado por Castillo et al. (2003) ao compararem os teores de
EROs por meio do MDA de vacas com média de producéo de 20kg/vaca/dia e de 35
kg/vacal/dia no pico da lactagcéo e constataram maior estresse oxidativo nas de maior
producao.

Outra forma de avaliar o metabolismo oxidativo, € por meio das andlises de
substancias antioxidantes de forma isolada, como da enzima SOD, que catalisa a
transformacdo do radical superéxido a peroxido de hidrogénio, sendo esta
considerada a primeira linha de defesa contra as EROs.

A SOD faz parte dos mecanismos de protecdo contra o estresse oxidativo nos
eritrocitos. Algumas condi¢cdes apontam que o aumento na producdo de EROs
compromete a integridade da membrana dos eritrGcitos alterando o sistema
antioxidante, refletido em maiores concentracdes de algumas substancias oxidantes.
Este fato foi observado por Bernabucci et al. (2002) em trabalho avaliando o
estresse térmico em vacas no periodo de transicdo. Os autores observaram
aumento nas concentracdes de TBARs e também, como forma de adaptacdo, na
atividades da SOD e da GPx.

Pathan et al. (2010) trabalhando com bufalas Mehsana, 15 e 30 dias antes e
depois do parto observaram maior atividade de SOD no dia do parto e inferiram que
neste momento ha maior estresse oxidativo que é revertido em duas semanas.

Embora o aumento da atividade da SOD apés o parto tenha sido observado em
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vacas leiteiras (STEFANON et al., 2005;. GAAL et al., 2006;. COLITTI; STEFANON,
2006), alguns estudos demonstraram que a capacidade antioxidante destas no
periparto pode ser insuficiente para contrabalancar o aumento das EROS
(BERNABUCCI et al., 2005; CASTILLO et al., 2005).

No presente estudo néo foi observado efeito da vitamina e do parto, nem nas
concentracbes de MDA nem de SOD. Como o MDA é o metabdlito final da cadeia
oxidativa, o fato de ndo ter sido observado aumento de sua concentracdo nao
significa que ndo houve aumento da producéo de EROs, ja que estes ultimos podem
ter sido formados, porém, devido ao arcabouco antioxidante, podem ter sido
neutralizados, evitando a formag&o do MDA.

Apesar de nédo ter sido constatado efeito do parto, houve maior atividade da
SOD nas vacas primiparas em relacdo as vacas multiparas (P=0,0162). Dobbelaar,
et al. (2010) avaliaram a administracdo de 3000Ul de vitamina E (via oral) em
primiparas durante 8 semanas antes do parto até 8 semanas pés-parto e avaliaram
as atividades de SOD e de glutationa peroxidase no sangue e no figado. Os autores
nao observaram efeito da suplementacdo na atividade destas enzimas mnem
mesmo nos momentos proéximos ao parto. Estes dados corroboram com o presente
trabalho, onde ndo foram evidenciados efeitos do parto e da suplementagcao
vitaminica. Os autores sugerem que as primiparas no periodo de transicdo
vivenciam baixa intensidade de processos oxidativos, devido a baixa producao de
leite esperada atribuida também ao baixo consumo de matéria seca.

Alguns artigos da literatura comparam o metabolismo oxidativo em relagéo a
idade. Ryan et al. (2008), estudando roedores de diferentes idades, observaram que
0s mais velhos apresentaram maior estresse oxidativo que os jovens, devido as
maiores concentragfes de EROs e de lesdes oxidativas em lipideos e DNA
(malondialdeido e 8-OHdG). Ambos os grupos foram submetidos a quatro semanas
e meia de treinamento fisico e constatou-se que este eleva ainda mais a producao
de EROs, porém, nos jovens as enzimas CuzZnSOD e MnSOD se elevaram
conjuntamente protegendo o organismo de lesdes oxidativas, jA nos animais mais
velhos elas ndo se modificaram. Os autores concluiram que o envelhecimento
reduziu a capacidade de adaptacdo dos musculos ao aumento de substancias
oxidantes causado pelo exercicio fisico. Portanto, tendo em vista os resultados
obtidos por esses autores, e 0s obtidos no presente experimento, poder-se-ia inferir

gue a SOD estivesse diminuida nas vacas multiparas devido ao envelhecimento que
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levaria & maior producdo de substancias reativas que consomem a SOD e/ou por
inaptiddo do organismo a resposta, que levaria a0 aumento ou manutencdo do teor
de SOD. Vale ressaltar que vacas multiparas do presente estudo ndo eram
consideradas velhas, mas estavam mais préximas do auge de sua vida produtiva,
portanto com maior demanda metabdlica. As vacas multiparas estavam entre a
segunda e terceira lactacBes, porém, algumas diferencas apontadas no periodo
periparto tem sido demonstradas ocorrerem em maior propor¢cao nas vacas a partir
da quarta lactacédo (GILBERT et al., 1993, MEHRZAD et al., 2002).

A concentracdo plasmatica de glicose apresentou comportamento semelhante
ao da SOD em relacdo ao numero de partos, porém também sofreu influéncia do
parto. A glicemia das primiparas foi maior que nas multiparas (P=0,001). E sabido
que vacas leiteiras no pdés-parto entram em balanco energético negativo (BEN)
proporcionalmente a sua producgéo leiteira, sendo que animais mais produtivos tém
maior potencial para apresentar alteracdes metabdlicas, decorrente da importante
lipélise (DRACKLEY, 2002), consequentemente aumentando os teores plasmaticos
de AGNE e BHB e diminuindo a concentracdo de glicose plasmatica (DANN et al.,
2005; ODENSTEN et al., 2005). Estes dados corroboram com o presente estudo,
onde as vacas multiparas, com maior producdo de leite e maior balanco energético
negativo, apresentaram menor concentracdo de glicose que as vacas primiparas. A
relacdo negativa de glicose e BHB de -0,316 (P<0,0001) também demonstrou este
mesmo perfil.

Avaliando a amplitude de glicemia considerada normal por Kaneko (1997) para
a espécie bovina (2,5 a 4,16 mmol/L), foi constatado que esta permaneceu dentro da
faixa de normalidade nas primiparas e sempre abaixo nas multiparas. Porém se for
considerada a estabelecida por Payne e Payne, (1987), de 2,0 a 3,0 mmol/L, tanto
as multiparas quanto as primiparas ficaram dentro da normalidade na maior parte do
periodo. As primiparas, apenas no momento do parto apresentaram glicemia pouco
acima desta faixa e as multiparas estas apresentaram concentracdo de glicose

levemente abaixo da faixa sete e 14 dias p6s-parto.

A marca do periodo de transicdo de vacas leiteiras é a mudanca drastica na
demanda de nutrientes para atender as exigéncias de glicose, energia, aminoacidos,
e calcio da glandula mamaria principalmente a partir do parto. Estimativas da

demanda de nutrientes pelo Utero gravidico e da glandula mamaria entre 250 dias de
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gestacdo e quatro dias apdés o parto indicam aumento de aproximadamente trés
vezes a demanda por glicose, duas vezes por aminoacidos, e de aproximandamente
cinco vezes por acidos graxos (BELL, 1995). Portanto, tendo em vista os resultados
apresentados por esses autores, e 0s obtidos no presente experimento, pode-se
inferir que a concentracdo de glicose das vacas multiparas foi menor devido a
elevada demanda energética, mais especificamente por glicose, destes animais.

A glicose possui papel central no metabolismo da glandula mamaria. Este
metabdlito pode ser utilizado por trés vias, na sintese de lactose; formacao de triose-
fosfato por meio da via glicolitica; e conversdo da 6-fosfogluconato através da via
pentose-fosfato. Essas vias geram precursores imediatos e cofatores para a sintese
de componentes do leite. A glicemia nos ruminantes € menor do que nos animais
monogastricos. Devido aos baixos teores de glicose e o direcionamento do acetato
para a producédo de energia, esses animais desenvolveram mecanismos poupadores
de glicose em diversos tecidos, mais notavelmente na glandula mamaria, para evitar
hipoglicemia sob condicbes de grande demanda metabdlica, como na lactacéo

(SWENSON; REECE, 1996).
A adaptacdo homeorrética primaria do metabolismo da glicose para a lactacéao

€ 0 aumento concomitante da gluconeogénese hepatica (REYNOLDS et al., 2003) e
a diminuicdo da oxidacdo da glicose pelos tecidos periféricos (BENNINK et al.,
1972), para uso direto pela glandula mamaria. Este periodo é representado portanto
por aumento no metabolismo da vaca e, nestes casos normalmente ha aumento na
producdo de EROs n&o necessariamente acompanhado de estresse oxidativo.
Neste sentido, Merlo et al. (2008), observaram concentracdes plasmaticas de EROs
e glicose aumentadas no pés-parto de vacas leiteiras, sendo que esta ultima
aumentou gradativamente, sugerindo a recuperacdo do BEN. O BEN decorre de
fatores fisiologicos associados a diminuicdo da ingestdo de matéria seca,
desenvolvimento do Ubere e crescimento do feto, que ocorrem nessa fase,
normalmente diminuindo a quantidade de energia circulante (EL-SHERIF; ASSAD,
2001).

No presente estudo foi observado, ao final do experimento, que a concentracao
de glicose permaneceu abaixo da concentragdo nos momentos que antecederam o
parto. Duas leituras podem ser feitas a partir deste fato, a primeira seria a
permanéncia do BEN até o final do experimento (28 dias pds-parto), mas também

pode ser decorrente da inversdo da producdo de progesterona em estrogénio, que



70

se inicia 3 a 4 semanas antes do parto na vaca em decorréncia da producéo de
cortisol fetal (SWENSON; REECE, 1996), o que aumentaria a glicemia neste
periodo.

Paiva et al. (2006) encontraram aumento de cortisol no momento do parto de
vacas holandesas, sendo que 24 horas ap0s o parto, as concentracdes de cortisol
retornaram aos valores registrados antes do parto. Outros autores também
observaram aumento nas concentragdes de cortisol em vacas no momento do parto
(HUDSON et al.,, 1975; AURICH et al., 1993). Essa elevacdo provavelmente &
consequéncia da lactogénese e inicio da lactacdo, quando h& elevacdo da
prolactina, estrégeno, somatotropina e cortisol circulantes, que reduzem a
responsividade e a sensibilidade a insulina. Este quadro de “resisténcia” a insulina
leva ao aumento da gliconeogénese hepatica, reducédo da captacdo de glicose pela
musculatura e tecido adiposo, reducdo da lipogénese e da sintese de proteina e
aumento da degradacdo de proteina muscular com consequente liberacdo de
aminoéacidos (BELL; BAUMAN, 1997).

Outro fator influenciador da glicemia nos bovinos é a idade, sendo que os
teores diminuem significativamente com o crescimento do animal (BORGES, 2008)
e, segundo Souza et al. (1999), se estabilizam aos 48 meses de idade. As vacas
primiparas do presente estudo estavam, em média, com 24 meses, e as multiparas
se encontravam entre 36 e 48 meses, 0 que portanto, pode também ter contribuido
para a diferenca observada. Santos (2008) trabalhando com vacas holandesas no
periodo seco e durante toda lactacdo também encontrou maiores concentracfes de
glicose nas vacas primiparas.

Vale ressaltar que apesar da maior concentracdo de glicose no presente
estudo ter sido encontrada no momento do parto (P<0,0001), ela nao foi influenciada
pela suplementagdo com complexo vitaminico. Aktas et al. (2011) estudaram o efeito
vitaminas ADE, via parenteral, no transporte de vacas por 22h. Os autores
observaram maior glicemia no grupo suplementado e propuseram como justificativa
a maior concentracdo de MDA apresentada pelos animais do grupo controle, pois o
estresse oxidativo tem sido implicado na diminuicdo do metabolismo da glicose e
menor sensibilidade a insulina. Portanto, a administracdo de complexo vitaminico
antioxidante, com melhora do sistema de defesa contra EROs, pode levar a melhora
no transporte da glicose e na sensibilidade da insulina (FAURE et al., 1997;
BARBAGALLO et al., 2009).
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Deve-se destacar também que além do efeito isolado do momento e do nimero
de partos, houve interacdo destes dois fatores (P<0,0372) nos momentos 7, 14 e 28
dias poOs-parto para a glicemia.

Além da glicose, o BHB é considerado bom marcador do status energético
(SUCUPIRA, 2003). O betahidroxibutirato € um corpo cetdnico e a produgédo destes
metabdlitos se acentua durante fase final da gestacdo devido a diminuicdo do
consumo de alimentos (SWENSON; REECE, 1996; HARMEYER; SCHLUMBOHM,
2006). O BHB pode ter duas origens, uma € pela dieta, apés a fermentacao ruminal
em acido butirico que é metabolizado em BHB na parede ruminal e a outra é
decorrente do consumo insuficiente de energia, principalmente no terco final da
gestacdo, a producdo de corpos cetbnicos ocorre pela via hepéatica (HARMEYER;
SCHLUMBOHM, 2006). BHB e demais corpos cetdnicos (acetoacetato e acetona),
mostram aumentos relativamente pequenos em balan¢co negativo moderado, mas
aumentam consideravelmente quando o BEN torna-se severo (GONZALEZ, 2000).

Dentre todas as variaveis consideradas neste estudo, a Unica que apresentou
interacdo, embora somente aos 14 dias de lactacdo, entre os trés fatores estudados
foi o BHB (P=0,0292). Este foi influenciado pelo nimero de partos, onde maiores
concentracdes foram encontradas no grupo das vacas multiparas que no grupo das
primiparas (P=0,0012), provavelmente devido a maior producdo de leite e maior
balanco energético negativo das multiparas em relacdo as primiparas (MEHRZAD et
al., 2002;. COFFEY et al., 2006), que possivelmente tiveram menor demanda
metabdlica no periodo periparto.

Normalmente o BHB esta presente no sangue e pode ser utilizado como fonte
de energia, sendo sua concentracdo o resultado do equilibrio entre a producéo e a
utilizacdo pelos tecidos periféricos (RADOSTITS et al., 2002). Neste contexto é
compreensivel que, no parto, a concentracdo de BHB seja menor devido ao maior
consumo de energia nos tecidos e diminuicdo da producdo deste metabdlito, em
virtude da maior demanda energética. Este fato torna compreensivel a menor
concentracdo de BHB encontrada no momento do parto no presente estudo
(P<0,0001), independente do numero de partos.

LeBlanc et al. (2011), consideram as concentracdes circulantes de BHB e
AGNE indicadores do sucesso na adaptacdo ao balangco energético negativo no
periodo puerperal. Concentracdes elevadas destes metabdlicos apontam para o

BEN mais intenso. Varios estudos relacionam o BHB na predisposicdo a doenca no
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periodo de transicdo de vacas leiteiras (LEBLANC et al., 2005, OSPINA et al.,
2010a). Em todos os momentos analisados, a concentragédo de BHB permaneceu
acima dos limites considerados normais para a espécie bovina por Kaneko (2002),
que se situa entre 0,38 — 0,44 mmol/L. A média geral obtida foi de 0,72 mmol/L,
sendo 1,15 mmol/L a concentracdo mais alta obtida aos 14 dias pds-parto no grupo
de multiparas suplementadas. Embora estes valores sejam elevados, ao
considerarmos a amplitude proposta por Kaneko (2002), eles ainda sao inferiores
aos ponderados por LeBlanc et al. (2010), para a cetose inaparente, entre 1,2 e 1,4
mmol/L.

Interessante ressaltar a relagdo negativa obtida entre os teores de glicose e
BHB (r=-0,316; P<0,0001), onde se observou concentracdo menor de BHB e maior
meédia geral de glicose no parto (0,55 mmol/L X 2,93 mmol/L, respectivamente) e
maior de BHB e menor de glicose aos 14 dias do parto, neste Gltimo momento, mais
especificamente para as multiparas suplementadas (1,15 mmol/L X 1,65 mmol/L,
respectivamente). Diferente do esperado, ndo foi encontrada relacédo entre o BHB e
o AGNE (P=0,2483), mas existiu relacdo, embora fraca, positiva entre AGNE e
glicose (r=0,170, P=0,0202), isso nos permite inferir que o BHB n&o foi proveniente
do metabolismo de AGNE.

Maiores concentracfes de AGNE foram encontradas no parto e sete dias pos-
parto (P<0,0001). Pode-se inferir que neste momento, em consequencia da
liberacdo de cortisol, houve aumento da concentracdo de AGNE. Embora ainda
considerada controversa a a¢ao do cortisol na regulacdo do metabolismo lipidico,
Djurhuus et al. (2002) concluiram que o cortisol € um potente estimulador da lipdlise.

Mas néo se pode ignorar o efeito do BEN nas concentracdes de AGNE, pois 0s
animais apresentaram aumento gradativo desta varidvel aos 20 e 10 dias antes do
parto, culminando neste ultimos e reduzindo, também gradativamente, a partir dos
14 dias pos-parto. Classicamente a concentragdo de AGNE reflete a magnitude da
mobilizacdo de depositos de gordura e espelha o CMS. Na medida em que a
entrada de AGNEs no figado excede a habilidade deste em oxida-los
completamente para produzir energia, aumenta o niumero de corpos cetonicos, fato
agui nao observado, pois nao existiu relacédo entre AGNE e BHB.

Os valores de AGNE estavam entre 137 e 234 pumol/L aos 20 e 10 dias antes
do parto, respectivamente e no parto as concentragbes médias aumentaram

aproximadamente 2,5 vezes (578 umol/L). Embora na literatura existam diferentes
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concentragbes de AGNE consideradas limitrofes para aumentar o fator de risco de
ocorréncia de enfermidades metabdlicas, o menor valor encontrado foi de 300
pumol/L entre duas e uma semanas antes do parto. Valores superiores a este sao
associados ao aumento de risco de retencao de placenta, metrite, deslocamento de
abomaso e queda na producéo (683 kg no periodo de 305 dias) e aumento nos dias
abertos (LEBLANC, 2010). Embora tenha encontrado valores superiores a 300
umol/L, nenhuma vaca estudada apresentou qualquer problema desta ordem
durante os 60 dias do estudo.

Para o perfil lipidico ainda se considera, além do AGNE, BHB e glicose, o
colesterol, em alguns casos até mesmo os triglicerideos. O colesterol apresentou
relacdo negativa tanto com o AGNE (r=-0,263, P<0,001) como com a glicose
(r=-0,294, P<0,0001).

O colesterol é a gordura produzida normalmente pelos animais, 50% se origina
no figado, 15% no intestino e uma parte do restante na pele. Sommer (1975), relata
gue vacas com baixas concentracdes de colesterol no pré-parto, possuiam maior
predisposicdo a problemas reprodutivos no pos-parto. Witter et al. (1987)
observaram, em vacas lactantes no Chile, teores de colesterol 27,4% maiores,
quando comparados a vacas no periodo seco, provavelmente devido ao elevado
requerimento energético da lactacdo associado a reducdo do consumo alimentar,
resultando em mobilizacao lipidica. Estes dados corroboram com o presente estudo,
onde a concentracdo de colesterol aos 28 dias de lactacdo aumentou 57% em
relacdo ao 20° dia antes do parto.

Gonzélez e Rocha (1998), ao observarem concentracbes elevadas de
colesterol em vacas lactantes sugeriram a adocao de valores de referéncia distintos
para as diferentes fases reprodutivas. Os mesmos autores sugerem que esta
variavel seja utilizada, em vacas de alta producdo, como indicador do reflexo da
mobilizagdo lipidica para a lactogénese. Neste mesmo contexto, Van Saun (2000)
sugere trés faixas de valores de referéncia para esta variavel sendo inicio do periodo
seco <2,07 mmol/L; préximo ao parto <1,94 mmol/L e inicio da lactacdo <2,58
mmol/L. Fato este concordante com o observado, onde a menor concentracao
encontrada foi no momento do parto, sendo que nos momento seguintes esta
concentracdo demonstrou crescente aumento até o final do experimento (28 dias

apos o parto).
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E importante ressaltar que os teores de colesterol, da mesma forma que os de
AGNE, foram influenciados pelo parto (P<0,0001). A determinacdo destes
metabdlitos tem sido considerada importante, especialmente quando se estabelece
a relacdo entre estes. Kalaitzakis et al. (2010) trabalhando com a sindrome da vaca
caida encontraram que a razdo AGNE/colesterol superior a 0,4 seria indicativo da
doenca do figado gordo em vacas leiteiras. No presente estudo esta proporcéo
superior a 0,4 foi observada no momento do parto em 69% das multiparas e 33%
nas primiparas, sendo que aos 28 dias a relacdo estava abaixo de 0,4 em todos o0s
animais. Pode-se inferir que, a0 menos no parto provavelmente houve infiltracado de
gordura no figado, ja que também foram constatadas maiores concentracfes de
GGT neste momento (P=0,0335). As concentracbes de GGT apresentaram-se
maiores no grupo das vacas multiparas do que no grupo das primiparas,
caracterizando o efeito do niumero de partos (P=0,005).

A GGT € uma enzima que indica a colestase hepatica e trabalhos mostram sua
elevacdo em casos de figado com infiltracdo gordurosa (THAMER et al., 2005;
ANDRE et al., 2006). Portanto, possivelmente as maiores concentracdes de GGT
nas vacas multiparas possam ser explicadas pela maior metabolizacdo de lipideos
pelo figado, lembrando que vacas multiparas estdo sujeitas a maior atividade
metabolica, devido a maior producéo leiteira.

Além da maior producéo leiteira, a idade também interfere nesta variavel.
Ramos et al. (2004), em estudo com ovelhas da raca Aragonesa, avaliaram a
influéncia do fator etario e determinaram maiores atividades de AST e GGT em
animais mais jovens e maiores teores de GGT em animais em lactagdo. Quando
considerada ovelhas adultas, maior atividade de GGT foi encontrada nos animais em
lactacdo, ressaltando que estes estavam sob maior demanda metabdlica.

A aproximacao do parto caracterizou 0 aumento esta enzima, que apresentou
maior concentracdo media aos 14 dias pés-parto. Estes dados contradizem alguns
autores brasileiros que defendem que essa enzima néo sofre influéncia da parigdo
(BIRGEL JUNIOR et al., 1996; FEITOSA; BIRGEL, 2000) ou do puerpério
(FEITOSA; BIRGEL, 2000). Birgel Junior et al. (2003) demonstraram para fémeas
bovinas da raca Holandesa Preta e Branca, valores de GGT entre 11,00 e 16,87 U/L
da gestacdo ao puerpério, estando esses resultados em concordancia com Feitosa,
Birgel (2000).
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Importante ressaltar que nos dois artigos de Birgel Jr et al. (1996, 2003) foram
considerados grupos de animais em diferentes categorias e ao mesmo tempo,
portanto, ndo eram acompanhados os mesmos animais durante um periodo. Embora
0 presente estudo tenha observado o efeito do parto (P=0,0335), a amplitude dos
resultados obtidos foi pequena, estando quase todos os valores dentro da faixa
encontrada por Birgel Junior et al. (2003). As concentracdes de fato s6 diferiram
entre os momentos -20 dias (13,79 U/L) e 14 dias pés-parto (16,16 U/L).

A atividade da enzima GGT apresentou relacdes baixas positivas com AGNE
(r=0,197, P=0,0081), indicador da mobilizacdo de depdsitos de gordura, e aspartato
aminotransferase (AST) (r=0,293, P<0,0001), enzima cuja elevagéo de sua atividade
nos ruminantes indica lesdo hepatica, muscular ou cardiaco.

A AST, uma enzima citoplasmatica mitocondrial, ndo € érgao-especifica (SILVA
et al., 2006), por ser intracelular seu aumento indica lesdo celular (PRATT; KAPLAN,
1999; ROCHA, 2010). A meia-vida da enzima na circulacdo é relativamente longa,
suas elevacbes podem persistir de sete a 10 dias apdés mionecrose ou leséo
hepatica por exemplo (CARLSON, 1993). Em ruminantes, a elevacdo de sua
concentragdo indica envolvimento de hepatdcitos ou da musculatura.

De acordo com Reid et al. (1986), a atividade de AST em conjunto com as
concentracdes de AGNE pode ser utilizada para estimar a extensao da infiltracdo de
gordura no tecido hepatico. A relacdo entre AST e AGNE, como indicador da
mobilizacdo de depdsitos de gordura, foi de r=0,374 (P<0,0001). No estudo de
(OLIVEIRA, 2010) vacas com valores altos de AST antes do parto (>35 U/L)
apresentam maior tendéncia a sofrer problemas de infertilidade, paresia de parto e
retencdo de placenta que vacas com baixos valores (<25 U/L). Os altos valores de
AST e baixos valores de colesterol e de albumina revelam transtornos na funcéo
hepatica (OLIVEIRA, 2010). No presente estudo observou-se queda na
concentracdo de colesterol e a atividade de AST sempre acima de 35U/L no
momento do parto e no pés-parto, pode-se com isso atribuir o aumento de AST, a
indicios de transtornos hepaticos.

Porém ndo se pode ignorar o potencial envolvimento do esforgo muscular
decorrente do parto. Neste momento ocorreu elevacdo da atividade de AST
(P=0,001) sendo a maior observada sete dias depois. Aos 28 dias a atividade
apresentou queda significativa. Estes dados corroboram com Birgel Junior et al.

(1996) que demonstraram que o valor médio da AST imediatamente apos o parto
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era maior do que os valores encontrados entre 96 e 6 horas antes do parto e
concluiram que o aumento na atividade da AST estava relacionado ao esforgo
muscular observado durante o parto, o que provocaria a lise de tecido muscular e
liberacdo desta enzima, que retornaria aos valores observados ao final da gestacéao
ainda no primeiro més do puerpério. Este fato também foi comprovado por esses
autores devido ao aumento dos valores da creatinina quinase nesse mesmo periodo.
A relacdo positiva existente no presente estudo entre as enzimas AST e CK
(r=0,404, P<0,0001) confirma que o aumento de atividade de AST também foi
decorrente do esfor¢go muscular durante o periodo periparto.

A enzima CK é um indicador sensivel e especifico da lesdo muscular em
animais domeésticos. Encontrada no musculo cardiaco e esquelético, suas atividades
encontram-se aumentadas em casos de rabdomidlise, ou miopatias de esforco, é
observada em manifestagbes musculoesqueléticas associadas a doencas
sistémicas. A meia vida desta enzima na circulacao € curta, 4 horas em ruminantes,
portanto mesmo em situacdes de esforco vigoroso suas atividades apresentam-se
modestamente elevadas. Mesmo em marcantes elevacdes, pode retornar aos
valores normais dentro de 12 a 24 horas apés a agressao muscular, porém nao €
determinante para o diagndéstico da rabdomidlise. Aumento persistente nas
atividades da enzima sugere lesdo muscular ativa e continua (CARLSON, 1993).

A atividade sérica de CK, no presente trabalho, aumentou no parto e
permaneceu elevada até 28 dias pods-parto (P<0,0001). Vale ressaltar que mesmo
no momento de maior atividade da enzima (122,88U/L) os valores estavam dentro
da faixa de normalidade 35 - 280 U/L (RADOSTITS et al., 2002).

Bouhroum et al. (2013) avaliaram a diferenca do perfil bioquimico entre vacas
leiteira de diferentes ECC do parto até 8 semanas depois. Os resultados
demostraram maior valor de CK que variou entre 160 a 195 U/L no parto. Os autores
observarm quedas significativas aos 15, 30 e 60 dias pés-parto. Aos 15 dias os
valores ainda estavam elevados, sendo que este perfil de alteragdo também foi
observado no presente estudo. N&o se pode desconsiderar que a maior atividade da
enzima até 28 pos-parto, possa estar relacionada a problemas uterinos. Sattler et al.
(2004) concluiram que apods a exclusdo de lesdo muscular e hipocalcemia puerperal,
a CK é um parametro de triagem para a deteccdo de endometrite.

Howard, McNeil e McNeil (2011) trabalharam com mioblastos em cultura

suplementados ou ndo com a-tocoferol. Quando os mioblastos foram expostos a
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desafio oxidante, na auséncia de suplementagdo com a-tocoferol, houve inibicdo da
reparacdo de suas membranas, enquanto que o0s nos suplementados houve
reparacdo das mesmas. Estes autores demonstraram que 0s miécitos no musculo
intacto ndo podem reparar suas membranas quando expostos a um desafio
oxidante, mas que pode haver reparacdo quando o musculo for suplementado com
vitamina E. No trabalho de Nockels, Odde e Craig (1996), os autores demonstraram
que novilhas suplementadas com vitamina E tiveram menores atividades de CK
apos situacdo de estresse simulada com a administracdo de ACTH e epinefrina.
Diferente do ensaio in vitro e da inducdo de estresse, a suplementacao parenteral
com ADE em vacas leiteiras, independente do nimero de partos, ndo evitou o

aumento da atividade da CK.
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7 CONCLUSOES

O trabalho realizado permitiu concluir que:

As vacas estavam bem preparadas para responder aos desafios impostos

pelo periodo de transicéo e, portanto ndo entram em estresse oxidativo.

As alterac0es fisioldgicas do parto foram evidenciadas pelas variaveis HRFP,
glicose, AGNE, colesterol, AST, GGT e CK.

Vacas primiparas apresentaram menor desafio metabdlico que as vacas
multiparas, demonstrado pelos maiores valores de SOD e glicose, e menores

valores de BHB e GGT nas primiparas.

A suplementacéo parenteral com vitaminas ADE, na dose utilizada, néao foi
suficiente para melhorar o status antioxidante das vacas, independente do

namero de partos.
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CAPITULO 2 - FUNCAO DE POLIMORFONUCLEARES DE VACAS
HOLANDESAS PRIMIPARAS E MULTIPARAS NO PERIODO DE TRANSICAO
SUPLEMENTADAS COM VITAMINAS ADE

8 INTRODUCAO

O periodo de transicdo em vacas leiteiras esta associado ao aumento da
susceptibilidade a infeccbes, em especial durante as trés semanas anteriores e
posteriores ao parto. Neste periodo a vaca entra em balanco energético negativo,
reduz o consumo de matéria seca, aumenta a lipolise, perde peso, tem hipocalcemia
e apresenta diminuicdo na resposta imune. Estes fatores, aliados a mudancas
dramaticas nos teores de progesterona, estrégenos e cortisol circulantes, contribuem
para reducdo substancial da funcdo imune, especialmente de neutréfilos. Estas
células sdo a principal forma de defesa do Gtero. A reducao na imunidade inata
pelos neutrofilos e a menor migracdo destes associados a menor atividade
fagocitaria e oxidativa, aumentam o risco de retencdo de placenta, metrite e
endometrite (LEBLANC, 2010).

Os neutréfilos estdo ativamente envolvidos na ingestdo e morte intracelular de
microrganismos invasores principalmente através da producdo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (MEHRZAD et al., 2004). Assim, a avaliacao
da atividade fagocitica e da explosao respiratoria (do inglés: respiratory burst), pode
dar informacgdes valiosas sobre a fungcédo das células imunes (MENGE et al., 1998;
KAMPEN et al., 2004).

Dentre os fatores relacionados a alteracdo da resposta imune inata pode-se
citar o estresse oxidativo, decorrente do aumento da demanda metabdlica em
funcdo da lactacdo e do crescimento fetal, que leva ao aumento da producéo de
EROs podendo exceder a capacidade antioxidante do organismo (SPEARS; WEISS,
2008; SORDILLO; AITKEN, 2009). As EROs podem levar a peroxidacao lipidica

ocasionando danos celulares e teciduais. As células envolvidas na resposta imune
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podem ser afetadas devido a grande presenca de acidos graxos poli-insaturados em
suas membranas que séo susceptiveis a peroxidacao lipidica.

Além da deficiéncia de energia, outras deficiéncias nutricionais, como as de
vitaminas tém sido constantemente associadas ao estado de imunossupressao
(GOFF, 2006). A ingestdao da vitamina A, E e outros nutrientes essenciais ao
funcionamento do sistema imunolégico estd diminuida com a redugdo do consumo
da matéria seca durante o periodo seco (GOFF; HORST, 1997). Associado a isso,
nos sistemas de producdo leiteira utiliza-se forragem conservada e alimentos
concentrados em alta proporcdo. O contetdo de vitamina E na forragem é afetado
pelo estagio de maturacdo no momento da colheita e pelo tempo do corte até a
desidratacdo. As perdas na estocagem podem atingir 50% em um més. As dietas de
rebanhos confinados sdo sempre dependentes de forragens ensilalas como fonte de
volumoso, sendo que estas contém somente de um quinto a um sexto da quantidade
de vitamina E presente nas forragens frescas cortadas no estado vegetativo
(MCDOWELL et al., 1996).

Considerando gque vacas de alta producédo sao criadas em condicdes intensivas
com dietas a base de silagem de milho e concentrado, espera-se que estes animais
apresentem baixo status antioxidante e possivel comprometimento da resposta
imune.

Neste contexto, pretende-se estudar alguns aspectos da resposta imune de
vacas multiparas e primiparas no periodo de transicdo, suplementadas e ndo com

vitaminas ADE por via parenteral.



81

9 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 32 vacas holandesas, higidas, no dltimo més de gestacao,
com média de producédo de 30 kg de leite/dia mantidas em sua fazenda de origem,
em Pilar do Sul no Estado de Sdo Paulo. Todas as vacas compunham o mesmo lote
e foram submetidas a manejo e dietas idénticos (Figura 3).

Esses animais do presente estudo foram alimentados com silagem de milho e
concentrado a base de farelo de soja, farelo de milho, residuo de cervejaria, polpa
citrica, ureia e nucleo mineral (Bovigold® e Lactobovi®), sendo a relacdo
concentrado/volumoso de 50:50. A alimentacdo das vacas seguiu 0s critérios de
arracoamento, divisdo em trés tratos diarios, apés cada uma das ordenhas diarias,
em linha de cocho individual e a divisdo dos lotes em lactacéo foi feita de acordo

com a ordem de partos (primiparas e multiparas).

Figura 3: Vacas holandesas alojadas no free-stall.

O delineamento foi de blocos casualizados com arranjo fatorial 2x2, foram
considerados dois niveis de parto (multiparas ou primiparas) e dois tratamentos
(vitamina ADE ou solugéo fisiologica). As vacas foram distribuidas aleatoriamente
por sorteio, sendo que a composicao final do Grupo Controle foi de nove multiparas

e oito primiparas e do Grupo Tratado foi de oito multiparas e sete primiparas.
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O grupo tratado recebeu duas doses da associacdo vitaminica ADE (270.000
Ul vitamina A, 80.000 Ul vitamina D e 80 mg vitamina E/mL) na dose de 1mL/50 kg
de peso vivo pela via intramuscular profunda, aos 20 e 10 dias antes do parto.
Nestes mesmos momentos e pela mesma via de aplicacdo o grupo controle recebeu
1mL de solucéo fisioldgica estéril/50 kg de Peso Vivo para mimetizar o efeito do
estresse causado pela inje¢édo e manipulagéo do animal.

Em média os animais estavam com 600 kg de peso vivo, ou seja, cada animal
do grupo tratado recebeu 12 mL do produto sendo 3.240.000 Ul de Vitamina A,
960.000 Ul de vitamina D e 960 mg de vitamina E, por aplicacéo.

Aos -20d;-10d; 0d (até 24 horas deste); 7d; 14d; 28 dias do parto foram
colhidas amostras de sangue para posterior realizacdo dos ensaios de producao
intracelular de EROs e de fagocitose.

Os ensaios para a avaliacdo da fagocitose de S. aureus conjugadas ao iodeto
de propidio e producdo intracelular de EROs da populacdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) foram realizados conforme proposto por Hasui et al.
(1989). A figura 4 ilustra o esquema de atividades de acordo com 0os momentos

experimentais.

Figura 4 — Atividades e respectivos momentos experimentais.

20d antes do parto 10d antes do parto PARTO +7d +14d +28d
Coleta de sangue Coleta de sangue Coletas de sangue

Aplicacéo Vit ADE Aplicacéo Vit ADE

Ao final de cada coleta todas as amostras foram conduzidas ao Laboratorio
de Imunodiagnéstico do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo para processamento dentro
de no maximo 6 horas.

A imunidade foi avaliada pela producao intracelular de EROs por leucécitos

PMN circulantes, frente a estimulo in vitro com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA),
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lipopolissacarideos (LPS) de Escherichia coli e ap6s fagocitose de Staphylococcus
aureus conjugados ao iodeto de propidio (Sa-Pl), momento em que também foi
avaliada a capacidade fagocitica.

Os reagentes utilizados foram:

e LPS - lipopolissacarideos de Escherichia coli — cepa 055:b5 (Sigma™, St.
Louis, MO; n°. cat. L-3129) — utilizado no ensaio com estimulo in vitro para
producdo de EROs.

e PMA - 12-miristato 13-acetato de forbol (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate)
(Sigma"™, St. Louis, MO; n°. cat. P8139) — utilizado no ensaio com estimulo in
vitro para producédo de EROs.

e SaPl - Staphylococcus aureus (cepa ATCC 25923) — a bactéria, conjugada
com iodeto de propidio (Sigma", St. Louis, MO; n°. cat. P4170), foi utilizada
no ensaio com estimulo por meio de fagocitose in vitro, para a producédo de
EROs, assim como para a avaliagcao da fagocitose por citometria de fluxo.

. DCFH-DA - Diacetato de 2,7-Diclorodihidrofluoresceina (Molecular Probes™,
Eugene, OR; n°. cat. C1157) — empregado como reagente para a determinacdo da
producéo intracelular de EROs.

As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur™ (Becton
Dickinson Immunocytometry System'™, San Diego, EUA), onde 20.000 eventos
referentes & populacdo de PMN foram adquiridos, conforme suas caracteristicas de
tamanho e granulosidade (Fig.5 e 6), como descrito por Kampen et al. (2004).

A fluorescéncia verde da DCF foi mensurada a 530 (+ 30) nm (detector FL1) e
a fluorescéncia vermelha do iodeto de propidio conjugado ao S. aureus, a 585 (+ 42)
nm (detector FL2). A quantificacdo da capacidade de fagocitose, bem como as
mensuracdes da atividade oxidativa por meio da producédo de EROs, foram feitas
pela intensidade média da fluorescéncia emitida por célula. A frequéncia média de
fagocitose foi calculada a partir do nimero de leucécitos PMN emitindo fluorescéncia
do iodeto de propidio, dividido pelo nimero total de leucocitos PMNs avaliados (no
gate).

A andlise dos dados foi realizada com o uso do programa FlowJo®, verséo
7.1.3, (Tree Star™, Inc., Ashland, OR).
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Figura. 5. Citograma de leucécitos sanguineos de vacas leiteiras por citometria de
fluxo. Identificacdo dos leucocitos polimorfonucleares delimitados pelo gate,
segundo caracteristicas de tamanho (FSC-H) e granulosidade (SSC-H), para

andalise funcional - S&do Paulo - 2010.
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Figura 6. Citograma de leucdcitos polimorfonucleares sanguineos de vacas leiteiras
para analise funcional - Sdo Paulo - 2010.
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Notas: A: Populacao de leucécitos PMNs que produziram espécies reativas de oxigénio (EROSs) e B:
Amostra controle da producéo intracelular de EROs (Branco), conforme intensidade de fluorescéncia
do DCF (FL1-H); C: Populagdo de leucécitos PMNs que realizaram fagocitose e D: Amostra controle
da Fagocitose (Branco), conforme intensidade de fluorescéncia do PI (FL2-H).
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Os dados foram analisados pelo programa Statistical Analysis System
(Versao 9.3, 2010) utilizando o procedimento MIXED, sendo anteriormente verificada
a normalidade dos residuos, pelo teste de Shapiro-Wilk, e a busca por “outliers”
através do procedimento UNIVARIATE do SAS. Os dados que ndo atenderam a
premissa da normalidade dos residuos foram submetidos a transformacgéo
logaritmica ou pela raiz quadrada. Os dados, transformados ou nao, foram
submetidos a analise de variancia para delineamento inteiramente casualizado com
arranjo fatorial de tratamentos (2 x 2), adicionado do fator medidas repetidas no
tempo, referentes aos diferentes momentos de coleta. O modelo contemplou, como
causas de variacdo, o efeito de vitamina, efeito de ordem de parto, efeito de
momento, bem como efeito de trés interagcbes duplas (vitamina*parto,
vitamina*momento, parto*momento) e uma interacéo tripla
(vitamina*parto*momento), como fatores fixos.

A analise dos efeitos de vitamina, ordem de parto e sua interacdo por momento
somente foi realizada quando uma das interacdes entre efeito de momento e esses
fatores foi significativa. Para todos os testes avaliados considerou-se o nivel de
significancia de 5%. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica da FMVZ/USP
sob protocolo n° 1703/2009.
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10 RESULTADOS

10.1 Producéo de EROs sem estimulo - burst basal

N&o foram observadas diferencas nos grupos experimentais tanto em relacéo
ao tratamento quanto ao numero de partos, na intensidade de producéo de EROs
por leucécitos PMN, sem estimulo in vitro (Tabela 12).

Tabela 12 — Valores de médias e respectivos desvios padrédo de intensidade de fluorescéncia do DCF
emitida por leucécitos PMN de vacas multiparas e primiparas, tratadas e ndo com vitamina

ADE no periodo de transi¢do, sem estimulo in vitro — S&o Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas
n=8 n=7 n=9 n=38
Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 492,28 454,36 594,71 672,15 572,57
(+422,69) (+327,99) (+319,84) (+549,13) (+402,39)
-10 598,61 362,82 460,88 494,78 478,94
(+508,91) (+164,16) (+282,94) (+278,10) (+309,14)
0 287,58 569,40 389,22 477,53 431,08
(¥179,72) (+163,55) (+281,81) (+475,47) (+276,24)
v 328,87 341,99 226,10 765,71 431,06
(+160,02) (+172,76) (+91,59) (+337,06) (+305,40)
14 419,30 553,12 396,63 413,18 444,08
(+167,33) (+242,19) (+149,63) (+144,96) (+181,42)
08 562,57 789,11 851,98 533,33 700,56
(+463,67) (+613,81) (+683,64) (+211,89) (£531,76)
Média 444,40 546,63 500,33 563,43 513,03
(+330,73) (+353,88) (+396,57) (+352,09) (+360,95)

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o0 parto; Momento 14: 2 semanas ap0s 0 parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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10.2 Producédo de EROs com estimulo de SAPI

A producdo de EROs com estimulo de SAPI apresentou efeito de momento
(P=0,0117) (Tabela 13), além disso, foram observadas maiores intensidades no
grupo das vacas primiparas que das multiparas, caracterizando o efeito do nimero
de partos (P=0,0060) (Grafico 10).

Tabela 13 - Valores médios e respectivos desvios padrao de producdo de EROs com estimulo de
SAPI por leuc6citos PMN de vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina

ADE no periodo de transi¢cdo — Sao Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas
Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 406,38 773,37 892,41 758,10 730,34 %
(+224,70) (+274,09) (+409,03) (+472,66) (i405,062)
-10 1285,88 755,96 474,44 499,08 689,65
(+1391,16) (+495,98) (+156,97) (+300,38) (+699,39)
0 1366,71 1739,66 752,58 1965,53 1418,94 2
(+342,66) (+903,98) (+669,00) (+2861,65) (11388,508
v 866,17 970,95 301,94 1035,20 763,337
(+437,08) (+202,31) (+232,51) (+442,96) (+458,85)
14 1295,99 1338,87 660,38 750,25 1027,65%
(+670,97) (+825,82) (+356,49) (+472,12) (+659,47)
28 1561,69 1612,89 813,65 928,77 1212,672°
(+1288,48) (+990,13) (+563,96) (+574,91) (¥912,97)
Média 1163,73 1325,70 662,37 936,81 988,49
(+865,51) (+820,90) (+455,79) (+1124,64) (+864,43)

Notas: * Letras minusculas distintas ha mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) entre 0s momentos. Momento
-20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose; Momento 0O:
dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto; Momento 28: 4
semanas apos o parto.
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Gréfico 10 - Valores médios e respectivos desvios padrao de producdo de EROs com estimulo de
SAPI por leucécitos PMN de vacas multiparas e primiparas tratadas no periodo de

transicdo — Séo Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apés o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

10.3 Producéo de EROs com estimulo de LPS

A producédo de EROs com estimulo de LPS foi maior em leucocitos PMN de
vacas suplementadas com a associagdo vitaminica (P=0,0177), independente do
namero de partos dos animais (Tabela 14 , Grafico 11).
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Tabela 14 - Valores médios e respectivos desvios padrdo de produgdo de EROs com estimulo de

LPS de vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de

transicdo — Séo Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 383,76 448,16 690,30 883,75 650,95
(x187,11) (£300,31) (£344,61) (+418,10) (x373,72)

10 437,44 420,51 424,30 497,48 449,74
(£325,24) (+196,81) (£227,11) (¢309,31) (¢258,01)

0 451,71 541,95 1150,82 1929,64 968,32
(+314,86) (+167,53) (+1884,98) (£2042,51) (£1390,41)

v 314,60 377,38 260,18 723,11 430,25
(x101,11) (£179,65) (£77,75) (£295,98) (£265,28)

14 416,05 456,75 391,54 476,28 432,13
(+161,89) (+213,57) (+161,81) (x218,14) (¢180,85)

28 630,66 605,87 330,12 483,11 487,39
(£397,31) (£429,28) (£177,05) (£285,58) (£322,12)

Média 432,01 492,83 540,15 787,09 571,21
(£252,29) (£255,57) (£781,06) (£868,55) (£652,13)

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

Gréfico 11 - Valores médios e respectivos desvios padrdao de producdo de EROs com estimulo de

LPS por leucécitos PMNs de vacas (multiparas + primiparas) tratadas e ndo com vitamina

ADE no periodo de transi¢cdo — Sao Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o0 parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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10.4 Producdo de EROs com estimulo de PMA

N&o foram observadas diferencas entre grupos experimentais tanto em
relacdo ao momento como ao tratamento e ao numero de partos (Tabela 15).

Tabela 15 - Valores médios e respectivos desvios padrao de producdo de EROs com estimulo de
PMA por leucécitos PMN de vacas multiparas e primiparas tratadas e ndo com vitamina
ADE no periodo de transi¢cdo — Sao Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas
Momento Controle ADE Controle ADE Média
-20 2328,92 2627,00 3265,87 3721,05 3117,39
(x2527,84) (x861,31) (x2188,15) (+x1486,62) (£1911,41)
-10 1310,00 1777,95 3333,84 3386,46 2696,97
(£343,33) (+629,28) (x1424,36) (x1598,21) (¥1497,02)
0 3844,95 3152,62 3609,84 3657,54 3547,78
(x2381,82) (x1179,49) (x3128,94) (+3617,29) (£2495,86)
7 1856,56 2057,62 1106,66 4180,88 2385,49
(+1003,31) (x1732,86) (+901,53) (£2652,96) (¥2093,31)
14 1796,40 3110,89 2514,89 2458,56 2448,89
(+1191,09) (+2168,65) (x2022,29) (x2042,16) (+1833,59)
28 1762,06 2570,34 3165,12 2747,94 2606,42
(1491,19) (2068,40) (x1817,44) (x1282,39) (£1698,83)
Média 2165,71 2677,50 2892,15 3361,87 2800,91
(x1754,91) (x1615,39) (x2074,84) (x2081,27) (£1945,04)

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o0 parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.

10.5 Frequéncia de PMN fagocitando SAPI

A frequéncia de leucécitos PMNs fagocitando SAPI apresentou efeito do
momento (P<0,0001) (Tabela 16), além disso, foram observadas frequéncias
maiores nas vacas primiparas que nas multiparas, caracterizando o efeito do
numero de partos (P<0,0001) (Gréfico 12).
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Tabela 16 - Valores médios e respectivos desvios padrdao da frequéncia de PMN fagocitando SAPI
em vacas multiparas e primiparas, tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de

transicdo — Séo Paulo - 2010

TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas

Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 0,57 0,62 0,39 0,32 0,44 ®
(£0,09) (20,13) (20,21) (20,22) (£0,21)

10 0,52 0,52 0,37 0,28 0,40°
(20,24) (+0,38) (+0,26) (0,15) (£0,26)

0 0,88 0,64 0,47 0,58 0,642
(+0,08) (+0,13) (0,33) (x0,11) (J_ro,2427

7 0,77 0,62 0,41 0,46 0,542
(20,13) (20,32) (20,22) (20,27) (x0,25)

14 0,71 0,69 0,46 0,55 0,602
(+0,13) (+0,26) (£0,32) (£0,28) (10,26%

28 0,69 0,60 0,52 0,54 0,582
(£0,19) (20,13) (£0,19) (£0,24) (£0,19)

Média 0,70 0,62 0,44 0,44 0,54
(x0,18) (x0,21) (£0,25) (20,24) (x0,25)

Notas: * Letras minasculas distintas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) entre os momentos.

Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda dose;
Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas ap0s o parto; Momento
28: 4 semanas apo6s o parto.

Gréfico 12 - Valores médios e respectivos desvios padrdo da frequéncia de PMN fagocitando SAPI

em vacas multiparas e primiparas, tratadas no periodo de transicdo — Sdo Paulo - 2010
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Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento 0O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o0 parto; Momento 14: 2 semanas apds o parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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10.6 Intensidade de fagocitose por PMNs - intensidade de fluorescencia do PI

N&o foram observadas diferencas nos grupos experimentais tanto em relacéo
ao tratamento quanto em relacdo ao momento e ao numero de partos (Tabela 17).

Tabela 17 - Valores médios e respectivos desvios padrdo da intensidade de fagocitose de vacas

multiparas e primiparas, tratadas e ndo com vitamina ADE no periodo de transi¢cdo — S&o

Paulo - 2010
TRATAMENTOS
Primiparas Multiparas
Momento  Controle ADE Controle ADE Média
20 26,52 31,90 124,07 43,72 66,39
(+15,29) (+6,20) (+142,61) (+33,59) (+93,39)
-10 79,95 27,75 36,06 35,67 43,38
(+82,96) (+16,73) (+20,84) (+28,17) (+43,56)
0 42,78 46,40 40,71 32,63 41,18
(+11,22) (¥29,67) (¥17,97) (+16,18) (+19,6)
v 28,61 23,45 53,47 22,59 34,01
(+22,65) (+3,86) (+47,26) (+10,21) (+30,89)
14 26,18 29,15 69,05 33,46 40,63
(+7,53) (+11,35) (+66,26) (+15,46) (+39,54)
08 85,01 66,82 16,94 64,53 55,58
(+64,46) (+64,44) (+5,83) (+55,69) (+55,45)
Média 47,19 4211 57,22 38,89 47,11
(£46,58) (x37,33) (x74,61) (£31,52) (£52,50)

Notas: Momento -20: 20 dias antes do parto e primeira dose; Momento -10: 10 dias antes do parto e segunda
dose; Momento O: dia do parto; Momento 7: 1 semana apds o parto; Momento 14: 2 semanas ap0s 0 parto;
Momento 28: 4 semanas apds o parto.
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11 DISCUSSAO

A divisdo dos grupos em fatorial 2 X 2 (tratado e controle / multiparas e
primiparas), possibilitou a avaliacdo da administracdo intramuscular das vitaminas
ADE também em relacdo ao nuimero de partos. Desta forma, foi observado o
comportamento da fungdo dos leucécitos PMNSs, frente ao efeito da administracao
das vitaminas ADE, efeito do nimero de partos, bem como o efeito do momento.

Observou-se, no presente trabalho, que a suplementacdo estabelecida
promoveu maior producdo de EROs por leucécitos PMN apenas apos estimulo in
vitro com LPS de E. coli. No entanto, por outro lado, permitiu também observar que,
independente da suplementacdo, leucocitos PMNs de vacas primiparas
responderam melhor ao desafio com S. aureus do que leucocitos PMNs de vacas
multiparas, posto que, naquele grupo, uma maior quantidade de leucocitos PMNs
realizaram fagocitose de S. aureus e, apés este estimulo, os leucdcitos PMNs de
vacas primiparas produziram maior quantidade de EROs. Neste contexto, 0s
resultados observados no presente estudo também demonstraram que o momento
em relacdo ao parto altera a resposta de leucocitos PMN frente ao desafio com S.
aureus. Verificou-se que, 10 dias antes do parto, houve menor quantidade de
leucdcitos PMN fagocitando S. aureus e que, nesse momento, ocorreu menor
producdo de EROs induzida por este estimulo. Por sua vez, no dia do parto
(momento 0), houve maior quantidade de leucocitos PMN fagocitando S. aureus,
que se manteve elevada até 14 dias apés o parto. Do mesmo modo, no momento 0
ocorreu maior producédo de EROs induzida pela fagocitose de S. aureus.

Muitos aspectos da imunidade inata e imunidade adquirida dos bovinos estéao
prejudicados durante o periodo de lactagdo, principalmente proximo ao parto. Mais
notavelmente, as trés semanas antes do parto e as trés primeiras semanas de
lactacéo tém sido reconhecidas como um periodo em que 0s mecanismos de defesa
sao alterados drasticamente (SORDILLO, AITKEN, 2009).

O estado immunossupressivo se deve a varios fatores como o estresse
oxidativo (SPEARS; WEISS, 2008; SORDILLO; AITKEN, 2009) e as mudancas na
flutuagdo de hormoénios reprodutivos e neuroendoécrinos, como o cortisol. Ademais,
durante o periodo de transicdo a demanda por célcio aumenta, podendo levar a

hipocalcemia. Neste interim, a reducdo da concentracdo de calcio em células do
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sistema imune pode contribuir para o quadro imunossupresivo (HIGUCHI,
NAGAHATA, 2000; KIMURA et al., 2006). Preisler et al. (2000) e Weber et al. (2001)
sugeriram que, embora as concentracbes de cortisol estejam apenas
transitoriamente elevadas, a alteracdo na expressdao de receptores de
glicocorticéides impulsionada pela mudanca de estrogénio e progesterona do parto,
pode contribuir para a imunossupressao, durante pelo menos varios dias apés o
parto.

Embora seja amplamente descrito na literatura maior prejuizos na funcao dos
PMNs no momento do parto, ndo foi observado a hipossensibilidade a patdgenos,
porém frente aos estimulos estudados, maior responsividade ficou evidenciada no
momento do parto. O presente estudo constatou que uma maior porcentagem de
PMN fagocitou S. aureus no momento do parto (P< 0,0001). Frente a este mesmo
estimulo foi também observada maior produgdo de EROs no dia do parto quando
comparado a 10 dias anterior ao parto (P = 0,0117).

Sabe-se que a reducdo da viabilidade dos leucécitos PMNs esté relacionada
com o prejuizo na capacidade fagocitica e na producdo de EROs (MEHRZAD et al.,
2004). Paradoxalmente, apesar de leucocitos de vacas imunossuprimidas estarem
funcionalmente comprometidos e hipossensiveis a patégenos, uma vez ativados,
eles também séo hiper-responsivos produzindo mais de citocinas pré-inflamatorias
(SORDILLO et al., 1995).

As vacas do presente estudo estavam bem preparadas para responder aos
desafios impostos pelo periodo de transicédo e, portanto ndo entraram em estresse
oxidativo e consequentemente ndo demonstraram comprometimento aparente da
resposta imune. Neste periodo experimental ndo foi observado manifestacéo clinica
de qualquer enfermidade.

Desta forma, no presente estudo ndo se observou comprometimento aparente
do sistema imune durante o periodo de transicdo, que poderia implicar na maior
susceptibilidade a infec¢cdes durante este periodo, como ja descrito por outros
autores (CASTILLO et al.,, 2005; SPEARS; WEISS, 2008, SORDILLO; AITKEN,
2009). Por meio da avaliacdo in vitro da funcéo dos leucécitos PMN, realizada no
presente trabalho, ndo foram observadas diferencas no burst basal. Ou seja, nao
foram verificadas diferencas nos grupos experimentais, em relagdo ao tratamento,
momento ou numero de partos, na intensidade de fluorescéncia obtida apos a

oxidacdo, sem estimulo in vitro, pelo peroxido de hidrogénio intracelular, do DCFH
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em DCF. Nao houve aumento da capacidade microbicida dos PMN, sem estimulo,
nem para vacas multiparas nem para as primiparas. As vacas multiparas do estudo
foram selecionadas entre a segunda e terceira lactacdes, porém, algumas diferencas
apontadas, como a funcdo dos PMN no periodo periparto, demonstraram que esta é
afetada em maior propor¢cdo em vacas a partir da quarta lactacéo (GILBERT et al.,
1993, MEHRZAD et al., 2002).

A producado de EROs por PMN foi avaliada, também, apos a utilizacdo de trés
diferentes estimulos in vitro, PMA , LPS e patrticulas de S. aureus (SAPI).

Embora o PMA tenha sido um estimulo eficiente para a producdo de EROs
pelo PMN em relacdo ao burst basal, ndo foram observadas respostas diferentes
nesta producdo quando considerados a suplementacdo com vitaminas, niumero de
partos e os momentos. Fato também observado no estudo de Hidiroglou et al. (1997)
onde o estimulo com PMA aumentou a producao de H,O, nos leucdcitos PMN em
relacdo ao burst basal, sem diferir entre vacas suplementadas e ndo com vitamina E
via oral, 1000Ul/dia, do periodo seco até oito semanas poOs-parto. Por sua vez,
Llamas Moya et al. (2008) mostraram diferencas na producdo de EROs nas células
do sistema imunolégico entre vacas primiparas e multiparas também utilizando PMA.

O presente estudo nao verificou tal diferenca, quando da utilizacdo do estimulo
por PMA. No entanto, a estimulacdo com particulas de S. aureus levou a maior
producdo de EROs pelos PMN nas vacas primiparas que nas multiparas (P =
0,0060). Neste contexto, foi observada maior frequéncia de PMN que fagocitaram S.
aureus nas vacas primiparas (P< 0,0001). Em média, nas multiparas, 44% dos
PMNs estavam fagocitando, sendo que nas primiparas esta frequéncia média foi de
66%.

Llamas Moya et al. (2008) mostraram diferengcas na funcionalidade entre as
células do sistema imunologico de vacas leiteiras primiparas e multiparas, em
particular em termos de atividade do burst oxidativo. Varias publicagbes tém relatado
comprometimento da funcdo imunoldgica de vacas multiparas quando comparadas
com primiparas (GILBERT et al., 1993; MEHRZAD et al., 2002). De acordo com
Mehrzad et al. (2002), porcentagem maior de PMN e mondcitos de vacas primiparas
apresentaram atividade oxidativa com estimulo de E. coli, em comparagdo com os
de multiparas. Além disso, o burst oxidativo também foi maior em primiparas. Isto
pode explicar a maior incidéncia de doencas infecciosas em vacas multiparas, em

particular durante o periodo periparto. Vacas multiparas tém maior producao de leite
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e balanco energético negativo mais intenso em comparagdo com as primiparas
(MEHRZAD et al., 2002; COFFEY et al., 2006). Assim, € provavel que as primiparas
sdo submetidas a menor desafio metabdlico durante o periparto.

Importante resultado observado foi a melhora proporcionada pela
suplementacao das vitaminas ADE no tocante a resposta dos leucécitos PMN frente
ao desafio com LPS. Maior producédo intracelular de EROs nos leucdcitos PMN
estimulados por LPS de E. coli foi obtida nos animais suplementados quando
comparados com o grupo controle (P=0,0177).

Resultados semelhantes foram obtidos por Hogan et al. (1990) que relataram
gue a suplementacao oral com 500Ul/dia vitamina E em vacas durante 30 dias, com
inicio na terceira semana de lactacdo, aumentaram a habilidade bactericida dos
neutréfilos. A vitamina E aumentou a lise intracelular de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli por acdo dos neutrofilos.

Neste contexto, Politis et al. (1996), comparando o grupo ndo suplementado
com o grupo recebendo suplementacdo diaria de 3000 Ul de vitamina E, via oral,
durante quatro semanas antes do parto e oito semanas apO0s 0 parto e,
adicionalmente, via parenteral, 5000 Ul de vitamina E uma semana antes do parto,
observaram aumento da resposta quimiotaxica dos neutroéfilos sanguineos de 30%
duas semanas antes do parto para 83% quatro semanas pos-parto. A
suplementacdo de vitamina E evitou a reducdo da quimiotaxia dos neutréfilos
sanguineos caracteristica deste periodo como observado no grupo controle.

Baixas concentragdes plasméticas de vitamina E no periparto também foram
associadas com reducdo na atividade de neutrofilos em termos da sua capacidade
bactericida (HOGAN et al., 1992). Os autores trabalharam com vacas no periodo
seco suplementando com vitamina E parenteral na dose de 3000Ul, 10 e cinco dias
antes do parto. Os animais suplementados apresentaram maior atividade de
neutréfilos em termos da sua capacidade bactericida. No entanto, nem a intensidade
de fagocitose nem a porcentagem de neutréfilos fagocitando bactérias diferiram
entre 0s animais que receberam a vitamina E ou placebo. Os dados de maior
capacidade bactericida no burst basal contradizem o presente estudo, onde nao se
verificou melhora na atividade dos leucécitos PMN, sem estimulo in vitro, de animais
suplementados com as vitaminas ADE, possivelmente devido a diferenca de dose e
momento de administracdo. Porém os resultados frente a fagocitose corroboram

com o presente estudo, pois ndo foi observado efeito da suplementacédo sobre a
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porcentagem dos PMN que estavam fagocitanto nem sobre a intensidade de
fagocitose. Resultados semelhantes foram obtidos por Hogan et al. (1990) que
relataram que a suplementacéo oral com 500Ul/dia vitamina E em vacas durante 30
dias com inicio na terceira semana de lactacdo, ndo influenciaram na capacidade
fagocitaria in vitro dos mesmos.

Em trabalho comparando R-caroteno e vitamina A, Ramadan et al. (2000)
utilizaram bufalas no periodo de transicéo e verificaram maior atividade bactericida e
melhora da fagocitose no momento do parto até duas semanas poOs-parto nos
neutroéfilos incubados in vitro tanto com vitamina A quanto com [3-caroteno. Vale
ressaltar que os melhores resultados tanto na capacidade bactericida como na
fagocitose foram verificados no grupo suplementado com 3-caroteno.

Os dois principais receptores especificos que mediam o0s mecanismos que
operam a producdo do EROs séo o fragmento C3b1 (receptor do complemento tipo
3, CR3) e o FcR (receptor para o dominio Fc da imunoglobulina). Estes receptores
sdo importantes na sinalizacdo celular, incluindo a ativacdo da proteina quinase C
(PKC), a tirosina quinase (TK) e a concentracao intracelular de calcio, que sao
cruciais para a producdo de EROs em bovinos (HIGUCHI; NAGAHATA, 2000).
Assim, a vitamina E e a vitamina A apresentam papel relevante. A vitamina E pode
mediar as mudancas na concentracdo de calcio pelo CR3 e FcR, enquanto a
vitamina A atua no receptor FcR, levando a alterac6es na concentracéo de calcio, e
consequentemente producdo de EROs (HIGUCHI, NAGAHATA, 2000). Neste
contexto, a relagcdo entre a suplementacdo com vitamina D, quer por seus efeitos
diretos (MORA et al., 2008), e/ou associados ao metabolismo do calcio (KIMURA et
al., 2006), podem ter apresentado efeito sinérgico com as demais suplementacfes
sobre a maior capacidade microbicida observada nos animais suplementados que
tiveram os PMN estimulados com LPS.

Ha ponto a se considerar sobre o estimulo de LPS de E. coli , uma bactéria
Gram-negativa. Os componentes bacterianos como o lipopolissacarideo,
encontrados na parede celular de bactérias Gram-negativas, representam
importantes e potentes estimuladores de secrecdo celular de varias citocinas e
fatores de crescimento via mediada por Receptores Toll-Like. Os receptores Toll-
Like, presentes nos macréfagos, nas células dendriticas e nos leucdcitos PMNs, séo
moléculas de superficie, presentes nas células de defesa do hospedeiro,

responsaveis pelo reconhecimento de estruturas microbianas e na geracdo de



98

sinais, que levam a producdo de citocinas pré-inflamatérias essenciais para a
ativacao das respostas imunes inatas (FERRAZ et al., 2011). A vitamina D ativa atua
como molécula de sinalizacdo da resposta imune inata por aumentar a expressao do
receptor Toll like (BURKIEVCZ et al., 2012), neste contexto os leucécitos PMNs
estimulados com LPS de E. coli podem ter sofrido influéncia do efeito da vitamina D

sobre a producao de EROs.



99

12 CONCLUSOES

O trabalho realizado permitiu concluir que:

As vacas permaneceram sadias durante todo periodo experimental, por isso

nao se observou diferenca no burst basal.

A suplementacdo parenteral com vitaminas ADE, na dose utilizada, aos 20 e
10 dias antes do parto, aumentou a producdo de EROs por leucocitos PMN

apo6s estimulo por LPS.

Vacas primiparas no periparto, independente da suplementacédo vitaminica,
apresentaram maior porcentagem de leucécitos PMN realizando fagocitose
de SAPI e maior producédo de EROs frente este estimulo.

O periodo de transicao interferiu tanto na porcentagem de leucécitos PMN
que realizam fagocitose de SAPI quanto na producdo de EROs frente tal

estimulo.
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