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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

INTRODUGCAO

O leite € um alimento com grande valor nutricional, pois € uma fonte importante
de proteinas, vitaminas e minerais. Seu consumo per capita cresce a cada ano,
principalmente por ser um alimento que combate a desnutricido através de seus
nutrientes e, € rico em calcio, um mineral fundamental para a formacédo e a
manutengao dos ossos (MUNIZ, 2013). Diante desta constante crescente, os paises
produtores de leite devem estar cada vez mais especializados na atividade para
atender a demanda do volume de consumo mundial.

O Brasil € o quinto maior produtor mundial de leite (USDA, 2015), sendo Minas
Gerais o0 estado com maior volume de leite produzido em 2014 (IBGE, 2016). O
rebanho leiteiro brasileiro de vacas especializadas € constituido em sua maioria por
animais da raca Holandesa, seguido de animais da raga Girolando, oriunda do
cruzamento entre a raga Holandesa e Gir Leiteiro (MILKPOINT, 2016).

A utilizacdo de animais mesticos para a produgdo de leite cresce
significativamente com o objetivo de mesclar produtividade e adaptabilidade, ja que
os desafios ambientais no Brasil s&o intensos e interferem diretamente no
desempenho das vacas. O cruzamento € usado com a intencdo de melhorar
caracteristicas que sofrem esta interferéncia, tais como componentes do leite,
fertilidade, longevidade, saude e imunidade, por meio dos beneficios da heterose
(OLSON et al.,, 2011). HEINS, HANSEN & SEYKORA (2006), constataram que
vacas mesticas foram menos propensas a contrair metrite e mastite logo apds o
parto, em comparagdo com vacas puras.

Em outro estudo, Mendonca et al. (2014) sugeriram que a incidéncia de
doencgas no pds-parto poderia ser reduzida pelo cruzamento de vacas holandesas
com touros de outras racas leiteiras. Neste mesmo estudo, os pesquisadores
notaram que as vacas originarias de cruzamentos apresentaram menores
incidéncias de injurias no utero e, portanto, maior desempenho reprodutivo em
comparagado com vacas puras. Acredita-se que isso ocorra devido aos ganhos da
heterose, pois nessa pesquisa 0s metabdlicos como o0s acidos graxos nao

esterificados (NEFA) e os corpos cetbnicos como o beta-hidroxibutirato (BHBA), que



s&o fatores de risco para doencas de cunho reprodutivo (OSPINA et al., 2010a), n&o
diferiram entre os animais e n&o puderam ser associados ao fator racga.

Devido a essa semelhanca nos parametros metabdlicos (MENDONCA et al.,
2014) é provavel que o animal mestico também sofra dos mesmos disturbios
metabdlicos que acometem a vaca pura no periodo de transigdo, periodo este
compreendido nas trés semanas anteriores ao parto até as trés semanas apoés o
parto, o qual € bastante desafiador. Sabe-se que uma transicdo mal feita pode
acarretar inumeros problemas de ordem clinica e produtiva, relevando a importancia
do entendimento sobre a capacidade do animal em passar por este periodo critico
da melhor forma possivel, para que ele inicie uma lactacdo cada vez mais produtiva
e saudavel.

Durante esta fase, atencdo deve ser dada a fisiologia do metabolismo das
gorduras para compreender 0 que acontece com a vaca neste momento e subsidiar

as possiveis acdes a serem tomadas neste periodo.

REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo abordara uma revisdo sobre o metabolismo lipidico da vaca
leiteira no periodo de transi¢do, elucidando as principais mudancas e suas

implicagdes.

Dinamica do metabolismo lipidico no periodo de transi¢do

O periodo de transicédo que compreende trés semanas antes do parto e trés
semanas apds o parto € um momento de grande desafio para vacas de aptiddo
leiteira (GRUMMER, 1995). Os principais problemas metabdlicos ocorrem nesta fase
e estes podem abalar a saude dos animais, prejudicando toda a expectativa de
producgéo durante a lactagdo (CHAPINAL et al., 2011).

No final da gestacao o concepto necessita de mais nutrientes e a maioria desse
aporte é proveniente de glicose e aminoacidos maternos, uma vez que o transporte
transplacentario de acidos graxos € limitado nos ruminantes (BELL, 1995). Todavia a
producdo de colostro se inicia e também requer grande quantidadede glicose,
aminoacidos e acidos graxos utilizados pela glandula mamaria para a producéo de

lactose, proteinas e gordura do leite, respectivamente (GRUMMER, 1995).



Neste momento em que se aumenta a necessidade energética da vaca,
alteragdes metabdlicas e enddcrinas ocorrem e causam diminuigdo no consumo de
alimentos, o que induz a mobilizacdo de tecido adiposo para utilizagdo da gordura
como fonte de energia extra (DRACKLEY, 1999).

Desta forma, o metabolismo do tecido adiposo ao parto sofre algumas
mudancgas para atender as novas exigéncias deste animal, isto €, passa a realizar a
lipdlise ao invés da lipogénese (DRACKLEY, 1999). O déficit energético entre a
energia obtida por meio da alimentac&o e a energia utilizada pelo organismo para
produgé&o e mantencga, caracteriza o balango energético negativo (BEN) (ROCHE et
al., 2009a).

Na lipdlise, os triglicerideos que compdem o tecido adiposo sofrem hidrélise a
trés acidos graxos nédo esterificados (NEFA) e glicerol pela agdo da enzima lipase-
hormonio-sensivel (LHS) dentro do adipdcito e em seguida séo liberados na corrente
sanguinea. O glicerol € direcionado ao figado para formacgéo de glicose através da
neoglicogénese (Grummer, 1995). Além do aumento da gliconeogénese hepatica, o
organismo materno prioriza suas necessidades de glicose para permitir 0 aumento
na disponibilidade fetal e mamaria, como o0 decréscimo da utilizac&o de glicose pelos
tecidos periféricos, principalmente o tecido muscular (BELL, 1995).

Primariamente o NEFA é utilizado pelo organismo do animal como fonte de
energia. Concomitantemente a este processo parte desses &cidos graxos séo
direcionados para a glandula mamaria para composicdo da gordura do leite
(DRACKLEY, 1999). O excedente destes compostos € carreado ao figado atraveés
da proteina plasmatica albumina podendo: 1) ser oxidado em diéxido de carbono e
agua; 2) sofrer oxidacdo e produzir corpos cetdnicos; 3) ser reesterificado a
triglicerideos (DRACKLEY, 1999; GRUMMER, 1995) (Figura 1).

Durante o periodo de déficit energético, o organismo deve ter a capacidade de
responder a necessidade, por meio da acido direta nas reservas de gordura
aumentando a lipdlise e diminuindo a lipogénese para manter o equilibrio fisiolégico
(BELL, 1995; ROCHE et al., 2009a). Isto € conhecido como homeostase, sendo o
resultado liquido desta operacdo a mobilizacdo das reservas de tecido adiposo em
resposta a falta de ingest&o de energia (BELL, 1995).

Em decorréncia da rapida mobilizacdo de gordura para suprir as atuais
exigéncias do organismo, NEFA aumenta nessa fase de transicido (BELL, 1995).

Seu excesso pode provocar deposi¢céo de triglicerideos no figado ou metabolizagéo
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e sintese de corpos cetbnicos, quando a quantidade de NEFA exceder a capacidade
de oxidagdo hepatica (CAVESTANY et al.,, 2005). Este aumento de corpos
cetbnicos ja pode ser encontrado uma semana antes do parto, determinando uma
precoce mobilizacao de reservas corporais. A intensidade de mobilizacao de NEFA e
consequente producdo em excesso de corpos cetdnicos estdo diretamente ligados a
intensidade do BEN (DRACKLEY, 1999; OSPINAet al., 2010b).

Figura 1: Representacdo esquematica do uso do tecido adiposo como fonte de
energia extra, bem como sua associacao a predisposi¢cdo de doencas como cetose

e esteatose hepatica.
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Fonte: Daibert,E. 2015. (Adaptada de DRACKLEY, 1999; GRUMMER, 1995)

Os triglicerideos sintetizados no figado séo transportados pela lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL) até o tecido adiposo onde sdo armazenados. Caso
tenha excesso de producgéo de triglicerideos, esta lipoproteina pode nao atender a
demanda de transporte e estes compostos se acumularem no figado, promovendo
infiltracdo de gordura no interior dos hepatocitos, denominada esteatose hepatica ou
figado gorduroso (GRUMMER, 1995). Uma das consequéncias diretas dessa
infiltracdo hepatica é o aumento da predisposi¢cdo do animal em desenvolver cetose
(DRACKLEY, 1999).
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Os principais corpos cetdnicos produzidos através da oxidagdo do NEFA sé&o
acetona, acetoacetato e beta-hidroxibutirato (BHBA). Estes compostos servem de
substrato energético aos tecidos musculares e neurais (HERDT, 2000). Em excesso
podem provocar disturbios metabdlicos no animal prejudicando sua saude e por
consequéncia sua producédo. O aumento da concentracdo de corpos cetdnicos no
sangue, urina, leite e em outros fluidos corporais, juntamente com o0 aumento de
NEFA e hipoglicemia, caracteriza o quadro de cetose. Estes eventos causam um
efeito de feedback negativo na lipdlise com o objetivo de reverter este quadro
(GOFF& HORST, 1997).

Cetose

A cetose € um transtorno metabdlico caracterizado pelo aumento de corpos
cetbnicos, principalmente, no sangue e esta associada a hipoglicemia e alta
atividade de lipdlise (HERDT, 2000). Esta pode se apresentar na forma clinica ou
subclinica.

Na forma clinica além do aumento de corpos cetdnicos na corrente sanguinea,
geralmente esta associada a letargia ou hiperexcitabilidade, rapida perda de peso,
queda na producdo de leite e alteragbes metabdlicas como a hipoglicemia,
hipercetonemia, altos niveis circulantes de NEFA, aumento da concentracdo de
triglicerideos no figado e baixo teor de glicogénio no interior dos hepatécitos
(HERDT, 2000). A cetose subclinica caracteriza-se pelo aumento de corpos
cetdnicos circulantes com a auséncia de sinais clinicos evidentes (DUFFIELD et al.,
2009). Beta-hidroxibutirato (BHBA) € o corpo cetdnico mais abundante na circulacéo
e por isso é o metabdlito normalmente medido para auxiliar no diagnodstico da
doenca (CHAPINAL et al., 2011).

Esteatose hepatica

A esteatose hepatica, também conhecida como sindrome da vaca gorda
(RUKKWAMSUK et al.,, 1999), é considerada um dos principais transtornos
metabdlicos de vacas leiteiras de alta produgéo no inicio da lactagcdo (DRIFTet al.,
2013; GRUMMER, 2008) e, tem sido associada com baixa producéo leiteira, baixo
desempenho reprodutivo e imunossupresséao (GRUMMER, 2008). Esta
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imunossupressao esta relacionada as alteragbes no ambito da imunidade humoral e
celular, como uma das principais causas do aumento da suscetibilidade a infec¢bes
nessa fase, como a mastite e metrite(GRUMMER, 1993; RUKKWAMSUK et al.,
1999).

Nutricdo, manejo e genética sdo considerados fatores de risco associados a
infiltracdo de gordura no figado. A obesidade representa o principal fator de risco
nutricional para desencadeamento da doenca (GRUMMER, 1993).

No inicio da lactacdo, vacas mais gordas perdem mais pontos de escore de
condi¢cdo corporal (ECC) comparado as vacas mais magras. A quantidade de
gordura corporal, presente em excesso nesse periodo de transicdo, tem efeito
fisiolégico negativo sobre o consumo de alimentos nas primeiras semanas de
lactagc&o, o que aumenta o risco de doencgas pds-parto (OSPINA et al., 2010Db).

Desta forma, vacas obesas apresentam aumento da lipdlise no pds-parto
inicial, quando comparadas as vacas com boa condi¢do corporal (EDMONSON et
al., 1989). Isto ocorre devido ao baixo consumo de matéria seca que apresentam
nesta fase, o que propicia um BEN mais acentuado em virtude do grande aporte de
NEFA que o figado recebe e consequente diminuicdo de sua capacidade em
produzir glicose (OSPINAet al., 2010b).

De acordo com ROCHE et al. (2009a) para propiciar um inicio de lactagédo mais
produtivo e saudavel, bem como retorno as atividades reprodutivas fisiolégicas, as

vacas deveriam apresentar uma condi¢c&o de escore corporal entre 3,0 e 3,25.

Fatores predisponentes ao risco de doencas no pos-parto

Acidos graxos nao-esterificados e BHBA circulantes no periparto s&o
indicadores uteis na avaliacdo da capacidade das vacas em lidar com os desafios
metabdlicos no periodo de transicdo. Suas concentracbes séricas medem
mobilizacdo e oxidagcdo de gordura, respectivamente, e refletem o sucesso de
adaptacao ao BEN nesse periodo (HERDT, 2000).

O aumento das concentragdes séricas de NEFA e BHBA em torno do parto tem
sido associado com aumento dos riscos de doencas como a metrite, redugcéo da
taxa de prenhez na primeira inseminagdo e consequente reducdo no desempenho
reprodutivo, além da queda de producéao leiteira (DUFFIELD et al., 2009). OSPINA et

al. (2010C), observaram que animais com concentragdo de NEFA acima de 0,27
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mEQg/L no pré-parto e 0,72 mEg/L no pds-parto tém maior risco de apresentar, as
doencas citadas acima.

Vacas multiparas com concentracdes plasmaticas de NEFA acima de 0,57
mEQg/L apds o parto, podem apresentar déficit em torno de 600kg de leite em sua
lactacdo (OSPINAet al., 2010a). Ja na avaliagdo dos corpos cetdnicos,
representados pelo BHBA, concentragdes superiores a 0,96 mmol/L caracterizariam
risco para essas doengas (OSPINA et al., 2010a).

Os achados desses metabdlitos em excesso, anteriores ao parto, foram
correlacionados com algumas doengas no poés-parto. CHAPINAL et al. (2011)
caracterizaram esses achados como fator de risco para 0 aumento da incidéncia de
retencdo de placenta e metrite em vacas com BEN acentuado. KASIMANICKAM et
al. (2013) constataram que vacas que perdem mais que 0,5 pontos de escore
corporal no pos-parto tém a producdo de citocinas anti-inflamatérias e pré-
inflamatdrias aumentadas, e isso pode prolongar a persisténcia de inflamacéo no
utero das vacas nesta fase.

De acordo com Hammon et al. (2006) vacas diagnosticadas com metrite e
endometrite citoldgica demonstraram ter menor atividade fagocitaria dos neutréfilos,
em comparacdo com animais sadios.

Os neutréfilos desempenham papel importante na resposta imune, uma vez
que proporcionam a primeira linha de defesa celular contra a colonizagéo bacteriana
no lumen uterino (HAMMON et al., 2006). Estas células sdo dependentes de
captacdo de glicose para manter sua atividade de fagocitose ativa (WEISDORF,
CRADDOCK e JACOB, 1982).

As estratégias que ajudam a gerenciar o BEN, bem como as concentracbes
plasmaticas de NEFA, BHBA e glicose no periodo de transicdo, podem ter uma
influéncia benéfica na resposta imune e inflamacido. Este objetivo pode ser
alcancado por meio da otimizacgdo dos ingredientes da dieta, controlando 0 consumo
de energia e taxa de fermentag¢do ruminal dos animais, no pré e no poés-parto, para
minimizar o BEN durante o periodo de transicdo. Manter moderada condicdo de
escore corporal no pré-parto por meio de dieta equilibrada também ajuda a manter
as concentragdes de NEFA e BHBA mais baixos do que os niveis de limite
prejudicial (SORDILLO& RAPHAEL, 2013).
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CAPITULO 2 - METABOLITOS CAPAZES DE PREDIZER ENFERMIDADES
UTERINAS EM VACAS LEITEIRAS MESTIGAS NO PERIPARTO

RESUMO - O objetivo do estudo foi de identificar possiveis metabdlitos no
periodo de transicdo capazes de predizer a ocorréncia de enfermidades uterinas
puerperais em vacas mesticas leiteiras Holandés X Gir. A hipétese foi de que,
semelhante ao observado em vacas Holandesas, o balanco energético negativo
(BEN) expressado pelo aumento de NEFA e BHBA aumentaria a incidéncia de
enfermidades uterinas. Foram utilizadas 34 vacas lactantes com variagcdo entre
VaHG, V2HG, 5/8HG e %4HG de composicdo genética. Os momentos avaliados foram
estabelecidos como pré-parto (-60 e -30), parto e pos-parto (+14, +21 e +35) e as
fémeas divididas em dois grupos com e sem enfermidades uterinas (retencdo de
placenta, metrite, endometrite clinica e citologica). O BEN foi estabelecido com base
nas concentracdes de acidos graxos nao-esterificados (NEFA) e beta-hidroxibutirato
(BHBA) no parto e 14 dias pds-parto. Observou-se que cerca de 1/3 das vacas
mesticas passaram por BEN caracterizado por aumento significativo de NEFA e sem
aumento de BHBA, porém em intensidade menor do que observado em vacas
Holandesas especializadas. Verificou-se diferenca significativa entre vacas com e
sem enfermidades uterinas nas concentracbes de NEFA e calcio e na condi¢ao
corporal no pré-parto. Conclui-se que, perda de ECC, seguida de aumento NEFA e
diminuicdo dos niveis de calcio ao redor do parto, estdo correlacionados com 0

aumento da ocorréncia de enfermidades uterinas.

Palavras chaves: condigdo corporal, NEFA, periodo de transicao

ABSTRACT -The aim of the study was to identify possible metabolites in the
transition period able to predict the occurrence of puerperal uterine diseases in dairy
crossbred cows Holstein x Gir. The hypothesis was that, similar to what has been
observed in Holstein cows, the negative energy balance (NEB), expressed by the
increase in NEFA and BHBA would increase the incidence of uterine diseases. 34
lactating cows with breed composition of crossbred cows (¥HG, 2HG, 5/8HG and
%HG) were used. Evaluated moments were established as prepartum (-60 and -30),
calving and postpartum period (+14, +21 and +35) and cows divided into two groups

with and without uterine diseases (retained placenta, metritis, clinical endometritis
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and cytological endometritis. NEB was based on non-esterified fatty acids (NEFA)
and beta-hydroxybutyrate (BHBA) concentration sat calving and 14 days postpartum.
It was observed that about 1/3 of crossbred cows had been with BEN, which was
characterized by a significant increase in NEFA without increasing BHBA, but less
intense than observed in specialized Holstein cows during transition period. There
was a significant difference between cows with and without uterine diseases in NEFA
and calcium concentrations, as well as body condition during prepartum. It was
concluded that the BCS in prepartum period and serum NEFA and calcium
concentration sat partum are considered risk factors for the occurrence of uterine
diseases. It was concluded that loss of BCS, followed by NEFA increase and
decrease of calcium levels around partum, are correlated with the increase in the
occurrence of uterine diseases.

Key Words: body condition, NEFA, transition period

INTRODUGCAO

O melhoramento genético aplicado nos cruzamentos leiteiros entre ragas de
origem zebuinas e europeias permite maior produtividade por animal, o que gera
maiores desafios relacionados ao periparto. Nessa fase ocorre aumento da
demanda energética para manutencdo da nutricdo fetal e inicio da lactogénese,
além de coincidir com redugéo no consumo de matéria seca (CAMPOS et al., 2005;
JUCHEM et al.,, 2004). Neste periodo ocorre um quadro temporario de balango
energético negativo (BEN), caracterizado pela diminuicdo da glicose sanguinea e
mobilizac&o das reservas corporais para a obtencéo de energia adicional (ACCORSI
et al.,, 2005; DRACKLEY, 1999; KIMURA et al., 2002).

Dependendo da intensidade do BEN podem ocorrer efeitos prejudiciais no
desempenho e saude das vacas leiteiras no poés-parto, pois ha relagdo entre a
deficiéncia de energia e imunossupressao (HAMMON et al., 2006). Lacetera et al.
(2005) verificaram que vacas com perda de ECC com intensa lipomobilizacéo e
consequente aumento de NEFA ao redor do parto, tém as fungdes de células de
defesa prejudicadas.

A quantificacdo de metabdlitos, provenientes da mobilizacdo de tecidos
corporais, permite realizar adequado monitoramento das vacas frente as exigéncias

crescentes de energia, proteina e minerais no inicio da lactagdo. Além disso, esse
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perfil permite o diagndstico de transtornos metabdlicos, de deficiéncias nutricionais,
como preventivo de desordens latentes, além da pesquisa de problemas de saude e
do desempenho produtivo de um rebanho (DUFFIELD; LEBLANC, 2009; LEBLANC
et al., 2006).

Ospina et al. (2010a) demonstraram limiares criticos de metabdlitos lipidicos
associados ao aumento do risco de doengas no poés-parto. Animais que
apresentaram concentracdes de acidos graxos ndo esterificados (NEFA) acima de
0,3 mEq L no pré-parto e concentragbes acima de 0,6 mEq L' juntamente com
valores de corpos cetbnicos, principalmente o beta-hidroxibutirato (BHBA) acima de
10 mg dL"" no pos-parto, tiveram maior risco de desenvolver retencéo de placenta e
metrite. Vacas que apresentaram hipercetonemia precoce no pés-parto tiveram
maior risco de desenvolver endometrite citoldégica (DUBUC et al., 2010). Segundo
Chapinal et al. (2012) concentra¢gdes elevadas de NEFA ou BHBA ou de célcio
diminuidas no pos-parto imediato estdo associadas com maior risco de
deslocamento de abomaso, queda na producao leiteira e diminui¢do nos indices de
prenhez ao primeiro servico.

Objetivou-se identificar niveis de metabdlitos no periparto capazes de predizer
a ocorréncia de enfermidades uterinas como a retencdo de placenta, metrite,
endometrite clinica e citoldgica no pds-parto em vacas mesticas leiteiras Holandés X
Gir. Este cruzamento representa grande parte do rebanho brasileiro (FACO et al.,
2002) e por isso contribui no avang¢o da producéo leiteira no pais (NOVAES et al,,
2003). A hipotese foi de que, semelhante ao identificado em vacas Holandesas, o
balango energético negativo e a hipocalcemia aumentariam a incidéncia de

enfermidades uterinas no pds-parto de vacas mesticas leiteiras Holandés X Gir.

MATERIAL E METODOS

Local, instalacées e animais

O estudo foi conduzido em fazenda localizada no municipio de Uberlandia,
sudoeste do Estado de Minas Gerais, Brasil, de clima local classificado como
Aw(KOPPEN, 1948). Foram utilizadas 34 vacas lactantes oriundas de cruzamentos
entre as ragas Gir Leiteiro e Holandés, com composi¢céo genética variando entre V4
HG, Y2 HG, 5/8 HG e % HG, com parto entre novembro de 2014 a julho de 2015. O

ECC foi avaliado em todos os momentos e classificado de 1 (muito magra) a 5
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(muito gorda), com subunidades de 0,25 (EDMONSON et al., 1989). A producgéo
leiteira média do rebanho de 24,53 + 4,52 litros/vacal/dia, durante o periodo do
experimento. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica e Utilizacdo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia sob o protocolo n°® 212/13.

Aos 60 dias pre-parto era realizada a secagem dos animais e conduzidos
para um pasto de Brachiaria decumbens. Aos 30 dias pré-parto, foi ofertado ragéo
aniénica preparada na propriedade (sorgo 48%, farelo de soja 42% nucleo anidnico
9% e ureia 1%) e silagem de milho até 0 momento do parto. No pds-parto, as
fémeas foram mantidas confinadas e recebendo dieta a base de silagem de milho,
cevada, concentrado preparado na propriedade (sorgo 65%, farelo de soja 30%
nucleo lactacéo 2,5%, ureia 1,25% e calcario 1,25%) e suplementacdo mineral.
Durante todo o periodo os animais tiveram livre acesso a uma area de lazer

sombreada e agua ad libitum.

Delineamento experimental

Os animais foram acompanhados nos momentos estabelecidos (Esquema 1)
como pré-parto (-60 dias e -30 dias), parto e pds-parto (+14 dias, +21 dias e +35
dias) e os grupos formados por vacas mesticas que ndo apresentaram nenhuma
enfermidade uterina no pos-parto (Gr. controle) e vacas diagnosticadas com pelo
menos uma doenga uterina no pos-parto (Gr. Infeccdo uterina), As doengas
avaliadas foram: retencdo de placenta, metrite, endometrite clinica e endometrite
citolégica. Em cada momento de avaliagdo foi coletada uma amostra de sangue e
realizado o exame fisico geral e diagndstico das doengas uterinas. A avaliacdo do
utero nos momentos preconizados foi de acordo com Sheldon et al., 2009.

Esquema 1: Representacdo esquematica do delineamento experimental.

-60 dias -30 dias Farto +14 dias +21 dias +35 dias

12 Momento 20 Momento 32 Momento 42 Momento 52 Momento 62 Momento

Coleta de Sangue Coleta de Sangue Coleta de Sangue Coleta de Sangue Coleta de Sangue Coleta de Sangue
Avaliagdo ECC Avaliag3o ECC Avaliag3o ECC Avaliagio ECC Avaliagdio ECC Avaliagdo ECC
Palpag3o Retal Metricheck
Diagnéstico de Avaliagdo Gtero Ultrassom
Reteng3o de Placenta Metricheck Citobrush

Diagnédstico de Endometrite

Diagnéstico de Metrite
clinica e citoldgica
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Coleta e analise das amostras

Foram coletadas amostras de sangue em seis momentos: 60 e 30 dias antes
do parto (-60 e -30, respectivamente), no dia do parto e nos dias 14, 21 e 35 depois
do parto (+14, +21 e +35, respectivamente). O sangue foi coletado apds a ordenha
da manhé&, por punc¢éo da veia caudal mediana com sistema de coleta a vacuo, em
tubo préprio para realizacdo das dosagens bioquimicas contendo gel ativador de
coagulo. As amostras foram refrigeradas e encaminhadas ao Laboratorio de
Andlises Clinicas do Hospital Veterinario — UFU para proceder as analises.

O perfil bioquimico foi determinado em analisador automatico multicanal
ChemWell®, previamente calibrado (Calibra H) e aferido com soro controle (Qualitrol
1®) & temperatura de 37°C. Foram avaliados os metabdlicos proteicos (proteina total,
albumina e globulinas), minerais (calcio, fésforo e magnésio), enzimaticos
(aspartatoaminotransferase - AST, creatinoquinase - CK, gamaglutamiltransferase -
GGT) e energéticos (colesterol, triglicerideos e lipoproteinas de alta densidade -
HDL) por kits diagnosticos Labtest®. Utilizando a equacgao de Friedewald et al.(1972)
foram calculadas as concentracdes das lipoproteinas de muita baixa densidade
(VLDL) - triglicerideos/5 e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) - colesterol total-
(HDL+VLDL). Para a determinacdo das concentracbes séricas de BHBA e NEFA
utilizou-se kits Randox® (RandoxLaboratoriesLtd).

Os valores de referéncia para as analises de perfil metabdlico no periodo de
transicao foram os propostos por (SMITH, 2009). O BEN foi estabelecido com base
nas concentragbes do parto e 14 dias poés-parto (DPP) de NEFA e BHBA
encontradas nas amostras de sangue, cujos valores de referéncia foram propostos
por Ospina et al. (2010a), sendo os niveis criticos =2 0,6 mEq L' para NEFA e = 10
mg dL-! para BHBA.

Classificagdo e tratamento das enfermidades uterinas

Para a classificacdo das enfermidades uterinas, os seguintes parametros
foram considerados:
a) retencdo de placenta: vacas que apresentaram tempo superior a 12 horas entre o
parto e a expulsdo total das membranas fetais (FERREIRA, 2010; REZENDE,
2013). O diagnostico se deu de acordo com Sheldon et al. (2009) e Williams et al.
(2005).




24

b)metrite: vacas que apresentaram entre a primeira € segunda semana pds-parto,
utero distendido e com presenca de secrecdo purulenta com odor fétido, com ou
sem presenca de sinais sistémicos (SHELDON et al., 2009);

c) endometrite clinica: vacas com presencga de fluido intrauterino (FIU) e secrecéo

mucopurulento ou purulento no exame de metricheck aos 35 dias pds-parto (DPP).
O exame foi realizado com o auxilio da ultrassonografia transretal com aparelho DP
2200vet (Mindray®) e transdutor eletrénico 5-10 MHz para deteccéo de FIU e
avaliagdo de secre¢do vaginal com auxilio de metricheck e classificacdo da escala
(0-3) de acordo com Williams et al. (2005);

d) endometrite citologica: vacas com porcentagem de polimorfonucleares superior a
10% na auséncia de endometrite clinica (SHELDON et al., 2006) aos 35 DPP. A
coleta de material foi efetuada com auxilio de escova endometrial adaptada
(cytobrush) (KASIMANICKAM et al., 2004), depositada em |laminas e coradas pelo

método pandtico rapido®.

Os animais diagnosticados com doengas uterinas receberam tratamento

adequado para cada caso.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa estatistico
GraphpadPrism software v 6.03 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Os dados
coletados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel e
apresentados em médias * desvio-padrao.

A analise de variancia (Two-way ANOVA) foi usada para determinar interagao
e diferencas entre grupos e momentos para todas as analises bioquimicas
realizadas. Nas situagbes onde houve significancia o pés-teste de Bonferroni foi
conduzido. Para avaliagdo da variavel ECC n&o paramétrica, utilizou-se para
comparagao entre momentos o teste ndo paramétrico de Friedman e para grupos
totais e intra-momentos utilizou-se o teste ndo paramétrico para amostras pareadas
de Wilcoxon. Para avaliar diferenca entre a frequéncia de enfermidades uterinas
com e sem BEN utilizou-se o teste de qui-quadrado. O nivel de significancia

considerado para todos os testes foi P<0,05.

RESULTADOS
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No momento do parto o escore de condigdo corporal (ECC) dos animais foi
igual a 3,24 + 0,29. A avaliacdo clinica das 34 vacas mesticas no pds-parto mostrou
incidéncia de 41,2% (14/34) de enfermidades uterinas, sendo 5,9% retencdo de
placenta (2/34), 20,6% metrite (7/34), 11,8% endometrite clinica (4/34) e 32,3%
(11/34) de endometrite citologica. O quadro de BEN foi identificado em 35,3%
(12/34) das vacas avaliadas € n&o houve tendéncia destes animais apresentarem
incidéncia maior de infecgdes uterinas. Nao foi verificada relacdo entre BEN e a

ocorréncia de retengcado de placenta, metrite, endometrite clinica e citologica (Tabela

1),

Tabela 1: Vacas leiteiras mesticas (Holandés X Gir) com enfermidades uterinas na
presenca ou nao de balango energético negativo e mantidas em sistema intensivo
de producgdo na regido de Uberlandia — MG.

Balango Retengao de Metrite Endometrite Endometrite Enfermidades
Energético placenta clinica uterinas
Citolégica
Positivo 0% (0/22) 13% (3/22) 8,7% (2/122) 30,4% (7/22) 34,8% (8/22)
Negativo 16,7% (2/12) 33,3% 16,7% (2/12)  33,3% (4/12) 50% (6/12)
(4/12)
P 0,1109 0,1904 0,5941 1,000 0,4769

Nota: Diagndéstico de retencdo de placenta conforme Sheldon et al. (2009) e Williams et al. (2005);
metrite, Sheldon et al. (2009); endometrite clinica, (Williams et al., 2005); endometrite citoldgica,
Kasimanickam et al. (2004). Para a andlise estatistica foi utilizado o método de qui-quadrado a 5% de
significAncia. Vacas mesticas Holandés X Gir com producdo média diaria de 24,5 kg.

Vacas com enfermidades uterinas apresentaram maior queda de ECC dentro
do periodo analisado em comparagdo com o grupo controle.(Figura 1A). Além do
ECC, vacas com doencgas uterinas apresentaram no dia do parto o maior valor de
NEFA (0,88 + 0,65 mEqg L), superior aos valores de referéncia considerados
normais (OSPINA et al., 2010a) e significativamente maior aos animais sadios
(Figura 1B). Entretanto, os valores séricos de BHBA foram semelhantes entre os
grupos em todos os momentos com valores normais (OSPINA et al., 2010) (Figura
1C). Com base na avaliagdo do metabolismo energético, foram realizadas as
analises de colesterol, triglicerideos, HDL, LDL e VLDL (Figuras 1 D-H). Nao houve
em nenhum destes metabdlitos diferenca entre o0s animais sadios e com

enfermidades uterinas.
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Figura 1: Escore de condi¢do corporal e perfil energético de vacas leiteiras mesticas
(Holandés X Gir), com e sem doenga uterina, mantidas em sistema intensivo de
producg&o na regido de Uberlandia — MG.
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Nota: * indica que os grupos diferiram entre si no momento avaliado (P<0,05). Vacas
mesticas Holandés X Gir com producdo média diaria de 24,5 Kg.

As concentracbes séricas de proteina total, albumina e globulinas né&o
variaram entre fémeas que apresentaram ou n&o quadro de enfermidades uterinas
dentro dos momentos analisados (Figuras 2 A-C). Analisando o intervalo de
referéncia (SMITH, 2009), observou-se que ambos 0s grupos apresentaram niveis
séricos superiores de globulinas, assim como inferiores de albumina (Figuras 2 B-C).
Na avaliagdo individual, 76,5% (26/34) dos animais no pré-parto apresentavam
valores mais altos de proteinas e 70,6% (24/34) valores menores de albumina €, no
pos-parto 70,6% (24/34) dos animais tiveram aumento de proteinas e 94,1% (32/34)
reducao de albumina.

N&o houve variacdo nos valores médios das enzimas séricas GGT e AST
durante o periparto para ambos 0s grupos, permanecendo dentro dos valores de
referéncia para a espécie (SMITH, 2009) (Figuras 2 D-E). Também nao se observou

diferenca na enzima muscular CK, porém notou-se grande dispers&o dos valores



27

deste elemento entre as vacas, dentro de ambos os grupos (Figura 2F). Ao se
avaliar a frequéncia de vacas com alteracbes hepaticas, observou-se que nos
animais sadios apenas um animal apresentou alteracdo hepatica (6,25%; 1/16) no
dia do parto; enquanto que nos animais com enfermidades uterinas a frequéncia foi
de 7,1% (1/14) nos momentos -30, +21 e +35 DPP e de 14,2% (2/14) nos momentos
parto e +14 DPP.

Figura 2: Perfil proteico e enzimatico de vacas leiteiras mesti¢cas (Holandés X Gir),
com e sem infeccao uterina, mantidas em sistema intensivo de producao na regiao
de Uberlandia - MG.
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Nota: * indica que os grupos diferiram entre si no momento avaliado (P<0,05). Vacas
mesticas Holandés X Gir com producdo média diaria de 24,5 Kg.

Em relagdo ao metabolismo mineral (Figura 3 A-C), houve diferenga
significativa somente na concentracdo sérica de calcio no momento do parto entre
0s grupos. Os valores médios de calcio das vacas com infec¢do uterina foram
significativamente inferiores ao das vacas sadias de, respectivamente, 59 £ 2,5 mg
dL' e 85 + 1,0 mg dL'. No periparto, ambos os grupos apresentaram valores
meédios inferiores de calcio e superiores de magnésio quando comparados aos
valores de referéncia (SMITH, 2009).
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Figura 3: Perfil mineral de vacas leiteiras mesticas (Holandés X Gir), com e sem
infeccdo uterina, mantidas em sistema intensivo de produgdo na regido de
Uberlandia - MG.
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Nota: * indica que os grupos diferiram entre si no momento avaliado (P<0,05). Vacas
mesticas Holandés X Gir com producdo média diaria de 24,5 Kg.

DISCUSSAO

A incidéncia encontrada no presente trabalho de enfermidades uterinas de
41,2% com 5,9% de retencao de placenta, 20,6% de metrite, 11,8% de endometrite
clinica e 32,3% de endometrite citoldgica foi semelhante ao descrito na literatura por
Sheldon et al. (2009), os quais afirmam que entre 20 e 40% das vacas leiteiras
sofrem com metrite que por sua vez persiste em 20% dos animais na forma de
endometrite e 30% de endometrite subclinica. De acordo com Gautam et al. (2009) e
McDougall et al. (2007) em fungdo de uma recuperagado espontanea, com o decorrer
do puerpério, a incidéncia de afec¢des uterinas tende a diminuir.

Diante dos resultados encontrados, verificou-se que vacas mesticas leiteiras
mobilizam reservas energéticas no momento do parto, sendo este BEN evidenciado
por elevacdo dos niveis séricos de NEFA e baixa oxidagdo de gorduras, sem
aumento significativo de corpos cetonicos (BHBA). O BEN observado ndo se
apresentou de forma tdo expressiva como normalmente observado em vacas
holandesas (LAGO et al., 2001; RENNO et al., 2006; RUEGG e MILTON, 1995), pois
vacas mesticas Holandesas/Zebu tém menor habilidade em mobilizar reservas
corporais e menor capacidade de producao leiteira quando comparadas a raca
holandesa (FREITAS JUNIOR et al., 2008; RENNO et al., 2006). Entretanto, 35,3%

das vacas apresentaram BEN.
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Diversas pesquisas (SHELDON e DOBSON, 2004; SPEARS e WEISS, 2008)
tém correlacionado alteragbes metabdlicas no periparto, em especial a instalagdo do
BEN, com a predisposi¢cdo de enfermidades no pds-parto.

Vacas com enfermidades uterinas apresentaram valores médios de NEFA no
momento do parto (0,88 + 0,65 mEq L") superiores ao limite de 0,6 mEq L, valor
proposto por (OSPINA et al., 2010), como sendo um fator de risco associado a
chance de apresentar doengcas como retencdo de placenta, metrite, deslocamento
de abomaso e cetose. Sugere-se que 0s niveis séricos elevados de NEFA,
encontrados no presente estudo determinaram a presenca de quadros de BEN, e
que isso poderia prejudicar a atividade de neutrdfilos e saude uterina (HAMMON et
al.,, 2006). As maiores concentragcdes de NEFA no pré e pds-parto de vacas
Holandesas s&o relacionadas na literatura com maior ocorréncia de enfermidades no
periodo de transicdo, sendo um fator de risco para a saude das vacas apoés a
paricdo (CHAPINAL et al., 2011; OSPINA et al., 2010b; ROBERTS et al., 2012).
Animais com intenso e prolongado BEN podem desenvolver problemas clinicos,
diminuicdo da producéo leiteira e tendéncia a reduzir a fertilidade(DUFFIELD e
LEBLANC, 2009).

O BEN, mais observado nas vacas com infec¢des uterinas, foi precedido de
maior lipomobilizacdo em animais com maior ECC aos 60 dias pré-parto, associado
a uma queda marcante da condi¢do corporal. Os niveis de colesterol das vacas
leiteiras mesticas apresentaram comportamento semelhante ao de vacas
Holandesas (ALVARENGA et al., 2015; CAVESTANY et al., 2005; STENGARDE et
al., 2008). Fatores como a redugao no consumo alimentar e 0 aumento do cortisol,
levam a diminuicdo da sintese de colesterol o que pode justificar a queda de seus
niveis proximo ao parto (ALVARENGA et al., 2015). Nao foi possivel observar
nenhuma correlagdo entre as concentracbes de colesterol, triglicerideos e
lipoproteinas e a presenca de enfermidades uterinas puerperais, concordando com
resultados na literatura (KANKOFER et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2014).

Nao foi possivel identificar diferencas entre as dindmicas dos constituintes
proteicos entre 0s grupos. No entanto, os valores foram distintos dos valores de
referéncia (SMITH, 2009) em ambos os grupos, com niveis menores de albumina e
maiores de globulinas.

Pode-se constatar que os niveis de calcio distintos na paricdo, entre os

grupos, devem ser considerados como fator predisponente para a ocorréncia de
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afec¢des uterinas. Isso ocorre porque o calcio tem papel fundamental na contragdo
muscular e resposta imune (GOFF, 2008), sendo fundamental na ativacéo e
quimiotaxia de células de defesa (GALVAO e SANTOS, 2014; GOFF e HORST,
1997). Niveis baixos desse mineral afetam as atividades do rumem, abomaso e
contracao uterina dificultando a eliminacdo dos anexos fetais e consequentemente
elevando os indices de retencdo de placenta (GOFF e HORST, 1997).

CONCLUSAO

Conclui-se que, perda de condigdo corporal, seguida de aumento das
concentracbes de acidos graxos nao esterificados e diminuicdo dos niveis de calcio
ao redor do parto, estdo correlacionados com o aumento da ocorréncia de

enfermidades uterinas.
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CAPITULO 3 - IDENTIFICAGAO DE METABOLITOS NO PERIPARTO CAPAZES
DE PREDIZER ENDOMETRITE CLINICA EM VACAS MESTICAS LEITEIRAS

RESUMO - A avaliacdo do perfil metabdlico € uma importante ferramenta de
acompanhamento do estado de saude do animal que permite diagnosticar doengas
de forma precoce. O objetivo deste trabalho foi verificar a correlagéo entre o balango
energético negativo sofrido pela vaca mestica com a incidéncia de endometrite
clinica. Foram utilizadas 86 vacas leiteiras mesticas Holandés X Gir dispostas em
dois grupos de acordo com a ocorréncia ou ndo da doenga. Os animais foram
avaliados 60 e 30 dias pré-parto (d-60 e d-30 relativos ao parto), ao parto (d0), 7, 14,
21-28 e 35-49 dias pds-parto (d7, d14, d21-28 e d35-49). Avaliacdo consistia em
perfil lipidico e bioquimico além da condi¢c&o de escore corporal dos animais. Vacas
que perderam mais condi¢cdo de escore corporal apresentaram maior incidéncia da
doenca e esta queda foi acompanhada do aumento significativo da concentracao
sérica dos acidos graxos nao-esterificados. Nao houve diferengca nos niveis séricos
de triglicérides, colesterol e das lipoproteinas HDL, LDL e VLDL entre os grupos. Os
valores de GGT, AST e CK permaneceram dentro dos valores normais de referéncia.
O perfil sérico das proteinas totais ndo apresentou diferenga entre os grupos. A
perda de 0,58 pontos em condi¢cao de escore corporal nestes animais parece ser um

indicativo de predisposicdo a endometrite clinica.

Palavras-Chave: condi¢do corporal, periodo de transicdo, NEFA, BHBA.

ABSTRACT -The evaluation of the metabolic profile is a important monitoring tool of
the animal health status that allows you to diagnose diseases early on. The aim of
this study was to determine the correlation between the negative energy balance
suffered by the crossbred cow with the incidence of clinical endometritis. We used 86
dairy cows crossbred Holstein X Gir arranged in two groups according to the
occurrence or not of the disease. The animals were evaluated at 60 and 30 days
postpartum (d-60 and d-30 relative to partum), at partum (dO), 7, 14, 21-28 and 35-49
days postpartum (d7, d14, D21-28 and d35-49). Evaluation consisted of lipid and
biochemical profile in addition to the condition of body condition of the animals. Cows
that lost more body score conditions had a higher incidence of the disease and this

drop was accompanied by a significant increase in the serum concentration of the
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non-esterified fatty acids. There was no difference in serum triglycerides, cholesterol
and HDL lipoproteins, LDL and VLDL between groups. The values of GGT, AST and
CK remained within the normal reference values. The serum profile of total proteins
was not different between groups. The loss of 0.58 points in body score condition

these animals seems to be indicative of predisposition to clinical endometritis.

Key Word: body condition, transition period, NEFA, BHBA.

INTRODUGCAO

O periodo de transicdo compreendido entre as trés semanas anteriores ao
parto até as trés primeiras semanas de lactacdo, € uma fase de grandes mudancgas
para 0 organismo animal, onde a vaca torna-se lactante ap6s 0 nascimento do
concepto (GARCIA, 2010), o que a leva entrar em um quadro de balango energético
negativo (BEN). Tal fato ocorre em razéo da reducdo da ingestdo de matéria seca e
incremento da demanda energética para sintese de colostro e leite (BUTURE e
MARCAL, 2009; CHAPINAL et al., 2011;: GONZALEZ, CORREA e SILVA, 2014
MENDONGCA et al., 2014; ROBERTS et al., 2012).

A avaliacdo do perfil metabdlico é uma importante ferramenta de
acompanhamento do estado de saude do animal neste periodo critico de transi¢ao.
Seu conhecimento permite diagnosticar doencgas precocemente, a fim de propiciar
tratamento adequado para as possiveis enfermidades, bem como evitar gastos
dispendiosos com aumento dos dias ndo produtivos do animal e reduzir o descarte
involuntario (PUPPEL, 2016).

Estudos mostram a existéncia de correlacdo entre o aumento das
concentracbes dos metabdlitos lipidicos no periparto com incidéncia de doencas de
ordem reprodutiva no pés-parto (DUFFIELD et al., 2009).

Vacas com concentragdes séricas de NEFA acima de 0,5 mEg/L,na semana
anterior ao parto, tém até 1,8 vezes mais chances de reter a placenta, em
comparagdo com animais que apresentam valores menores deste metabdlito
(LEBLANC et al., 2014). Chapinal et al. (2011), constataram que vacas com valores

de NEFA acima de 0,3 mEq/L tiveram maior risco de desenvolver metrite.
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Outro fator prejudicial relacionado ao BEN nessa fase é causar altera¢des no
figado, como a esteatose hepatica (DRACKLEY, 1999). Este processo &
caracterizado pelo acumulo de gordura no 6rgado em razdo do excesso de lipdlise,
consequente do déficit de energia neste periodo. A gordura € usada pelo animal
como fonte de energia para mantenga e producéo, e seu excedente em parte volta a
ser armazenado no tecido adiposo e o restante se deposita no figado podendo
causar danos nas fungdes gerais do 6rgédo (GRUMMER, 1995).

Em funcdo do clima tropical existente no Brasil, a vaca mestica tem sido
bastante utilizada e com importante contribuicdo na producgao leiteira, visto que
possui melhor adaptabilidade comparada as racas puras e por isso, consegue
demonstrar melhor seu potencial produtivo (GREGORIO, 2012; PEREIRA, 2015).

Ainda s&o poucos 0s estudos que avaliam o periodo de transicdo em vacas
leiteiras mesticas, principalmente os que correlacionam fatores de risco para
doencas no poés-parto. Todavia alguns autores ja demonstraram comportamento
semelhante de seu perfil metabdlico em comparacéo as vacas puras (MENDONCA
et al., 2014) em outras condi¢cdes de clima e manejo, havendo necessidade de se
confirmar nas condicdes locais de clima tropical.

A hipétese deste trabalho € que a partir da avaliacdo do comportamento do
perfil metabdlico das vacas leiteiras mesticas criadas no Brasil, seja possivel
correlacionar os desvios do metabolismo com fatores de risco para doeng¢as no pos-
parto, da mesma forma que acontece nas vacas puras criadas no Brasil e em outros
paises.

Desta forma os objetivos do estudo foram: avaliar se a vaca mestica leiteira
criada no Brasil sofre balanco energético negativo e se esse BEN tem correlacéo

com a incidéncia de endometrite clinica.
METODOLOGIA

Animais, local e manejo

O experimento foi realizado no periodo de abril de 2014 a junho de 2015 em
duas propriedades localizadas no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, de
clima local classificado como Aw (KOPPEN, 1948). Foram utilizadas 86 vacas

leiteiras mesticas Holandés X Gir em varias composi¢des genéticas (2 HG, 2 HG,
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5/18 HG, % HG e 7/8 HG), multiparas e com produgdo média do rebanho de 25 Kg
leite por dia.

Os animais apresentavam historico clinico conhecido € manejo sanitario em
dia com a legislacdo estadual vigente para bovinos, além de manejo reprodutivo
devidamente acompanhado por Médico Veterinario.

O manejo geral adotado pelas propriedades avaliadas consistia em sistema
intensivo de producdo do tipo semi-confinamento, em que 0s animais eram mantidos
em piquetes recebendo silagem de milho e complementacédo protéico/mineral ao
cocho sob a forma de concentrado produzido na fazenda durante todo o ano. Logo
apos 0 nascimento, o bezerro recebia colostro via mamadeira e era encaminhado ao

bezerreiro do tipo tropical.

Grupos experimentais e delineamento experimental

Os critérios de inclusdo dos animais no experimento foram o0s seguintes: a)
vacas mesticas com histérico clinico e sanitario conhecido; b) sem alteragdes
clinicas no exame clinico proposto por Feitosa (2014). Ja os critérios de exclusao
adotados foram: a) vacas que apresentaram retencdo de placenta, metrite puerperal
aguda, mastite aguda e qualquer outra doenga com envolvimento sistémico ou que
pudesse interferir nos metabdlitos analisados. Nao foram descartados animais com
mastite tratados com antimicrobianos locais e afec¢des podais com grau leve de
claudicacdo e tratamento local.

Os animais foram agrupados de acordo com a ocorréncia ou nao de
endometrite clinica em dois grupos, sendo o grupo fisiologico (Gr. fisioldgico)
composto por 61 animais e o grupo endometrite (Gr. endometrite) com 25 animais.
Estes foram avaliados 60 e 30 dias pré-parto (d-60 e d-30 relativos ao parto), ao
parto (d0), sete, 14, 21-28 e 35-49 dias pds-parto (d7, d14, d21-28 e d35-49). Em
cada momento era realizado o exame fisico geral e especifico do sistema

ginecoldgico, além da coleta de sangue.

Exame clinico e ginecoldgico
O exame clinico foi procedido de acordo com Feitosa (2014) e resumidamente

abordou histérico, exame fisico geral e quando necessario 0 exame fisico especifico

do respectivo sistema. A avaliagdo do escore de condi¢do corporal (ECC) foi
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realizada segundo Edmonson et al. (1989), variando de 1 a 5, com subunidades de
0,25.

O aparelho genital feminino foi examinado segundo Oliveira et al. (2014) no
intuito de avaliar a involugdo uterina, bem como a presenca ou ocorréncia de
infec¢des uterinas através da ultrassonografia transretal com aparelho DP 2200vet
(Mindray®) e transdutor endoretal 5-10 MHz, seguido da avaliacdo da secregé&o
vaginal, proposta por Williams et al.(2005), colhida com metricheck. A endometrite
clinica foi diagnosticada conforme Sheldon et al. (2009); Williams et al. (2005), a
partir dos 28 dias pés-parto (DPP) em relacido a presenca de secre¢ao intra-uterina

purulenta ou mucopurulenta.

Analises bioquimicas séricas

Foram realizadas coletas de sangue por pungao da veia caudal mediana tal
qual descrito por Oliveira et al. (2014), em tubos de 9 mL a vacuo, contendo gel
ativador de coagulo (Vacuplast®) para andlise bioguimica de parédmetros
determinantes dos perfis metabdlicos protéico, energético e enzimatico. As amostras
foram refrigeradas logo apds a coleta e encaminhadas ao laboratério de patologia
clinica veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), onde foram
processadas em centrifuga sorolégica INBRAS® a 720g para obtengdo do soro
sanguineo, que por sua vez foi armazenado em micro-tubos do tipo eppendorf a -
20°C para posterior analise, ndo ultrapassando cinco dias pos-coleta.

Determinou-se por meio de Kits bioguimicos Labtest® e Randox® em
analisador automatico ChemWell (AwarenessTecnology Inc.®) a 37°C, devidamente
calibrado (Calibra H) e aferido com soro controle (Qualitrol 1), as concentracdes
séricas dos seguintes parémetros: proteinas totais, albuminas, globulinas,
aspartatoaminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT), creatina quinase
(CK), lipoproteinas de alta densidade (HDL), colesterol, triglicérides, acidos graxos
nao esterificados (NEFA) e B-hidroxibutirato (BHBA). Além desses, pela equacao de
Friedewald; Levy;, Fredrickson (1972) foram determinadas as concentracbes de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL).
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Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel
e a analise estatistica realizada pelo programa Minitab Release 15, sendo os
gréficos elaborados no programa GraphpadPrism 5® (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA). A analise descritiva dos dados foi representada por média, erro padréo da
meédia e desvio-padrao.

Na avaliagdo das probabilidades para as variaveis bioquimicas para o efeito
da doenga, tempo e interacdo tempo/doenga, procedeu-se o teste General Linear
Model. O teste de Bonferroni foi utilizado para identificar diferengas existentes entre
as médias dos animais com e sem endometrite clinica, dentro de cada momento

avaliado. Todas as analises foram feitas a nivel de significancia de 5% (P<0,05).

RESULTADOS

Perfil lipidico comparativo entre vacas mesticas com e sem endometrite clinica

A condi¢do corporal dos animais diagnosticados com endometrite clinica foi
inferior a dos animais sadios nesse periodo de transicdo (P=0,001). Apesar da
média do ECC ser igual no momento da secagem para vacas sadias e endometrite
clinica, 3,34 £ 0,09 e 3,42 * 0,08, respectivamente, estes valores foram diminuindo
gradativamente (P=0,003) neste periodo de transicdo. No momento do diagndstico
da infeccdo uterina, entre 28 e 42 DPP, as vacas com endometrite clinica
apresentavam ECC menor (2,84 + 0,08) comparado com as vacas sadias (3,26 +
0,05). Esta diferenca significativa correspondeu a 0,42 pontos entre 0s grupos.

A queda de condicio corporal dos animais neste periodo foi acompanhada do
aumento significativo da concentragdo sérica dos acidos graxos n&o-esterificados
(NEFA) no momento da pari¢éo (P<0,0017), no entanto n&o houve diferenca entre os
grupos (P=0,505) no periodo. Observou-se que os valores de NEFA em ambos os
grupos ja estavam no limite maximo no pré-parto, sendo o pico de NEFA do grupo
endometrite ocorreu mais precoce, no momento do parto (DO) e dos animais sadios
na primeira semana de lactagao (D7) (Figura 1A).

Observou-se tendéncia dos animais com endometrite clinica apresentarem
valores superiores de NEFA aos animais sadios no momento do parto,
respectivamente, de 1,09 = 0,25 mEg/L e 0,59 £0,08 mEg/L. Entretanto, na primeira

semana os valores médios foram semelhantes e, a partir dessa fase a concentragao
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de NEFA nos grupos foi reestabelecida aos niveis de referéncia (< 0,29 mEg/L no
pré-parto e < 0,57 mEg/L no pos-parto) propostos por (OSPINA et al., 2010a) (Figura
1B).

Apesar de as concentracbes de NEFA terem ultrapassado os valores de
referéncia no pré-parto até a primeira semana de puerpério, os niveis de BHBA
oscilaram dentro dos niveis considerados normais, menores que 0,96 mmol/L
(OSPINA et al., 2010b). No entanto, chegaram a atingir na primeira semana pos-
parto concentracdes séricas médias de 0,68+ 0,09mmol/L para o grupo fisiologico e
0,69 £ 0,11 mmol/L para o grupo com endometrite, sem diferenca entre os grupos (P
=0,615) (Figura 1C).

Nao houve diferenca nos niveis séricos de ftriglicérides, colesterol e das
lipoproteinas HDL, LDL e VLDL. A dindmica de colesterol apresentada pelos grupos
extrapolou o limite inferior de 80 mg/dL(SMITH, 2009) entre o parto e a primeira
semana e superior (120 mg/dL) apds a quarta semana de lactacéo (Figura 1D). Os
triglicérides apresentaram um perfil superior ao limiar basal de 0 — 14 mg/dL(SMITH,
2009) anterior ao parto com queda no momento da paricdo (P= 0,007), quando se
observaram as menores concentragbes séricas, sendo 11,6 = 1,56 mg/dL (grupo

fisiolégico) e 15,5 + 3,13 mg/dL (grupo endometrite) (Figura 1F).
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Figura 1.Perfil energético de vacas leiteiras mesticas (Holandés X Gir), com e sem endometrite
clinica, mantidas em sistema semi-intensivo na regido de Uberlandia — MG.

Nota: Realizado pelo teste General Linear Model a 5% de significAncia, sendo: (Perxorp) = interacio
entre os grupos e momentos de coleta; (Pcr) = fator grupo e (Popp) = fator momentos de coleta; *
indica diferenca estatistica no momento entre os grupos. Vacas multiparas com producdo média de
25 Kg leite/dia.

Perfil bioquimico hepatico comparativo de vacas mesticas leiteiras com e sem
endometrite clinica

A avaliacdo da fungdo hepatica foi realizada por meio da dosagem das
enzimas hepaticas GGT e AST e concentragdo das proteinas totais, albumina e
globulinas.

Os valores de GGT e AST permaneceram nos valores normais de referéncia
(SMITH, 2009) durante todo o periodo de transigéo (Figura 2D e 2E). Os valores de
GGT néo apresentaram diferenga entre os grupos e momentos avaliados. A média
da concentracdo de AST foi maior no grupo endometrite durante o periodo avaliado
(P=0,037), com tendéncia verificada na interacdo doengca e momento de avaliagdo
(P=0,056).
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Os valores da enzima muscular CK (Figura 2F) mantiveram-se dentro dos
valores normais (SMITH, 2009) e sem alteragdes entre os grupos. Esta enzima foi
avaliada para confirmar os resultados da enzima AST, com objetivo de descartar
interferéncias de origem muscular nos valores de AST.

O perfil sérico das proteinas totais n&o apresentou diferenga entre os grupos
(P= 0,206) e oscilaram dentro dos padrdes de referéncia de 6,8 a 8,6 g/dL (SMITH,
2009).Houve diferenca entre os momentos avaliados, uma vez que aos 7 DPP foram
observados os menores valores. Apds a primeira semana os valores aumentaram
gradativamente e sem diferenca entre os grupos.

As concentra¢des de globulinas mantiveram a mesma dinamica das proteinas
totais neste periodo, no entanto acima dos valores de referéncia de 3,0 a 4,9 g/dL
(SMITH, 2009), com concentra¢cbées mais baixas a primeira semana pds-parto e mais
elevadas a partir da terceira e quarta semanas em ambos os grupos (P= 0,011)
(Figura 2C).

Os valores de albumina oscilaram abaixo do limite inferior de referéncia de 3
g/dL (SMITH, 2009), com tendéncia a valores inferiores de albumina para os animais

com endometrite clinica (P= 0,067) (Figura 2B).
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Figura 2.Perfil bioquimico hepatico de vacas leiteiras mesticas (Holandés X Gir) com e sem

endometrite clinica, mantidas em sistema semi-intensivo na regido de Uberlandia — MG.
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Nota: Realizado pelo teste General Linear Model a 5% de significAncia, sendo: (Perxorp) = interacio
entre os grupos e momentos de coleta; (Psr) = fator grupo e (Porp) = fator momentos de coleta.
Vacas multiparas com producdo média de 25 Kg leite/dia.

DISCUSSAO

A incidéncia de endometrite clinica apresentada de 29,1% (25/86) foi superior
ao encontrado em vacas holandesas, com indices na literatura oscilando entre 10 e
20% apds 28 DPP (GAUTAM et al., 2009; MCDOUGALL, MACAULAY e COMPTON,
2007; SHELDON et al., 2009). Com o decorrer do periparto, em funcdo de uma
recuperagcéo espontanea, essa incidéncia tende a diminuir (GAUTAM et al., 2009;
MCDOUGALL; MACAULAY; COMPTON, 2007). A comparagao entre os autores
torna-se dificil ja que o periodo e critérios de avaliagdo normalmente diferem entre
os mesmos. No entanto, mesmo sendo distintos os critérios adotados, a incidéncia
de endometrite encontrada pode ser considerada alta e os possiveis fatores
predisponentes devem ser investigados.

A perda de condicao corporal de 0,58 pontos das vacas com endometrite
clinica foi um dos fatores sugestivos para predizer a ocorréncia da doenca. De
acordo com Crowe (2008) e ROCHE et al. (2009), o ideal € que vacas leiteiras nao
percam mais do que 0,5 pontos de escore apds o parto, sendo que perdas
superiores a esta pode incorrer em atrasos no retorno a atividade ovariana no pos-
parto (CROWE, 2008).

Esta queda de ECC acompanhada de altos niveis de NEFA desde o pré-
parto, indica que estes animais ja apresentavam maiores chances de sofrerem
doencas no pos-parto. Quando este metabdlito atinge niveis iguais ou superiores a
0,29 mEg/L no pré-parto e 0,57 mEqg/L no pods-parto (OSPINA, et al.,, 2010a), a
probabilidade de enfermidades uterinas aumenta substancialmente. Entretanto, a
analise conjugada da perda de condi¢do corporal € do aumento das concentragbes
de NEFA né&o foi suficiente para elevar os niveis de BHBA, AST e GGT além dos
limites de referéncia de 0,96 mmol/L (OSPINA et al., 2010b), 43 — 127 Ul/Le 15 -39
UI/L (SMITH, 2009) respectivamente. Tal fato demonstra que esses animais nao
apresentaram alteragdes hepaticas, como a esteatose, que geralmente acomete
vacas holandesas no pos-parto imediato (GRUMMER, 2008). Os niveis de colesterol

e triglicérides de ambos os grupos se mantiveram dentro dos limites de referéncia
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adotados (80 — 120 mg/dL e O — 14 mg/dL respectivamente) (SMITH, 2009) na maior
parte do tempo.

Os niveis proteicos oscilaram dentro dos valores de referéncia (6,8 — 8,6 g/dL)
propostos por (SMITH, 2009) indicando que o aporte nutricional desses animais foi
satisfatério para o periodo.

Quanto a albumina, os autores sugerem que o fato de ter permanecido abaixo
do limite inferior de referéncia em ambos os grupos durante todo o periodo avaliado,
seja visto como uma caracteristica de vacas leiteiras mesticas criadas em condi¢cbes
de clima e manejo locais. Isto pode ser suportado pela inexisténcia de
comprometimento da fungdo hepatica, e isso corrobora com outros autores como
Saut et al.(2014) e Souza et al.(2004) que também relataram hipoalbuminemia no
puerpério de vacas leiteiras de raga pura mantidas em sistema intensivo de
producgéo (Freestall) na regido de Sao Paulo. Bolzan et al. (2011) trabalhando com
vacas leiteiras mesticas holandés X gir no Estado de Minas gerais também
encontraram valores de albumina inferiores a 3 mg/dL no periodo que vai do parto
até o final de puerpério, contribuindo para a inferéncia de que estes indices de
albumina sejam caracteristicos do cruzamento.

De acordo com a literatura compilada de Pogliani e Birgel Junior (2006) e
Saut e Birgel Junior (2008), esperava-se que 0s niveis de globulinas estivessem
reduzidos em funcdo do deslocamento desta fracdo pela glandula mamaria, para a
producéo de colostro. Os niveis elevados desta fracdo, além dos limites de
referéncia de 3 — 4,3 g/dL (SMITH, 2009) desde a secagem até a primeira semana
pos-parto poderiam estar relacionados a ocorréncia de enfermidades nesta fase,
porém isto ndo se aplica a este grupo de animais, uma vez que foram avaliados
clinicamente e n&o apresentavam quaisquer sinais de doengas. Sendo assim,
sugere-se que este perfil de globulinas seja caracteristico de vacas mesticas criadas
em situacdes de manejo e clima locais.

Em trabalho realizado no Estado de S&o Paulo com 131 animais da raca
girolando Souza e Birgel (1997), encontraram perfil de proteinas totais e albumina da
ordem de 7,38+0,07 g/dL e 3,27+0,03 g/dL, concordando com os indices
encontrados no presente estudo. Quanto ao perfil das enzimas AST e GGT, o
mesmo trabalho relata que os valores obtidos foram respectivamente de 38+0,9 U/l e

12,51£0,39 U/, valores estes, inferiores aos encontrados nesta pesquisa.
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CONCLUSAO

Vacas leiteiras mesticas (Holandés x Gir) criadas no Brasil sofrem de balango
energético negativo. Os resultados desta pesquisa demonstram que estas vacas s&o
menos reativas aos valores de NEFA e BHBA e nestas condicbes de clima e
manejo, nao apresentaram alteragdes ou fatores de risco que pudessem
correlacionar a incidéncia de endometrite. A perda de 0,58 pontos em condi¢do de
escore corporal nestes animais parece ser um indicativo de predisposicao a

endometrite clinica.
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