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Resumo

SCHWEGLER, Elizabeth. Parametros metabdlicos e sua relacdo com mastite e
resisténcia a insulina em vacas leiteiras. 2012. 51 f. Tese (Doutorado) - Programa
de Pos-Graduacao em Veterinéria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O periparto nas vacas leiteiras (trés semanas anteriores e as trés posteriores ao
parto) € caracterizado por grandes mudancas nas demandas fisiolégicas do animal,
sendo que, as praticas de manejo, principalmente nutricionais, influenciam
intensamente a incidéncia de desordens no periparto e a subsequente producao de
leite. A maioria dos estudos neste periodo na vaca leiteira € em sistemas confinados
de alta producéo leiteira, por essa razdo o objetivo desta tese foi identificar
marcadores metabolicos preditivos com a ocorréncia de mastite clinica e subclinica e
com a excrecdo de minerais em vacas leiteiras em sistema semi-extensivo. NOsso
estudo foi estratificado em dois trabalhos com as seguintes hipéteses: 1) vacas
leiteiras primiparas de média producdo em sistema semi-extensivo possuem
marcadores metabolicos preditivos de mastite clinica e subclinica no pré-parto; 2)
vacas leiteiras pluriparas de média producdo com menor taxa de metabolizacdo de
glicose, que é um indicativo de resisténcia da insulina, no pré-parto possuem maior
excrecao de minerais no pés-parto. No experimento 1 as concentracdes sanguineas
de NEFA no pré-parto foram maiores e de fésforo e glicose menores (P<0,05), em
animais com mastite clinica no pos-parto. No experimento 2 as vacas leiteiras
pluriparas com menor taxa de metabolizacédo de glicose no pré-parto apresentaram
maior excrecao urinaria do célcio no pré e pés-parto, e ainda, o NEFA mais alto no
pré-parto (P<0,05). As concentracBes sanguineas de célcio em vacas leiteiras com
maior taxa de metabolizacdo de glicose no pés-parto foi elevada desde o pré parto,
mantendo-se no pés (P<0,05). Nas condicbes estudadas, em vacas leiteiras
mantidas em sistema semi-extensivo de mediana producédo foi observado que ha
marcadores preditivos de mastite ja no pré-parto, como previamente comprovado por
outros autores em sistemas mais intensificados de maiores exigéncias para o
animal. O marcador em destaque foi o NEFA, sendo que o0 mesmo no segundo
estudo se apresentou de forma mais elevada nas vacas leiteiras pluriparas com
menor taxa de metabolizacdo de glicose no pré-parto, enfatizando a importancia
deste marcador também na resisténcia a insulina.

Palavras-chave: Mastite. NEFA. Taxa de metabolizagcdo de glicose. Excrecao
mineral. Vacas leiteiras.



Abstract

SCHWEGLER, Elizabeth. Parametros metabdlicos e sua relagdo com mastite e
resisténcia a insulina em vacas leiteiras. 2012. 51 f. Tese (Doutorado) - Programa
de Pds-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The peripartum in dairy cows (three weeks before and three weeks after calving) is
characterized by large changes in physiological demands in the animal where
management practices, particularly nutrition, strongly influences the incidence of
peripartum disorders and subsequent milk production. Most of the studies in that
period in dairy cows are focused on confined systems where milk production is high.
Therefore, the aim of this study was to assess metabolic markers associated with the
occurrence of clinical and subclinical mastitis and insulin resistance in dairy cows in
semi extensive system. Our study was divided into two major experiments with the
following hypothesis: 1) medium milk production primiparous cows in semi extensive
system have predictive metabolic markers of clinical and subclinical mastitis in the
prepartum, 2) medium milk production pluriparous dairy cows with low rate of glucose
metabolism during the prepartum, which is an indicative of insulin resistance, have
higher minerals excretion in the postpartum period. In experiment 1, blood
concentrations of NEFA in the prepartum period were higher, in contrast, phosphorus
and glucose were lower (P <0.05) in animals with clinical mastitis postpartum. In
experiment 2, pluriparous dairy cows with low rate of glucose metabolism in the
prepartum had higher urinary calcium excretion in both prepartum and postpartum
periods, and also the highest NEFA concentration in the prepartum period (P <0.05).
The blood concentrations of calcium in dairy cows with high rate of glucose
metabolism in the postpartum was elevated from the prepartum period and remained
in the postpartum (P <0.05). Dairy cows kept in semi extensive system with moderate
production level had predictive markers of mastitis in the prepartum, as previously
demonstrated by other authors in more intensified systems of higher requirements for
the animal. The highlighted marker was NEFA, however, in the second study it was
shown in higher concentrations in the pluriparous dairy cows with low rate of glucose
metabolism at prepartum, emphasizing the importance of this marker also in the
insulin resistance.

Key words: Mastitis. NEFA. Rate of glucose metabolism. Mineral excretion. Dairy
COWS.
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1 INTRODUCAO

O periparto nas vacas leiteiras (trés semanas anteriores e as trés posteriores ao
parto) é caracterizado por grandes mudancas nas demandas fisiolégicas do animal,
sendo que, as praticas de manejo, principalmente nutricionais, influenciam
intensamente a incidéncia de desordens no periparto e a subsequente producéo de
leite (DRACKLEY, 1999). Este periodo é caracterizado por uma reducéo na ingesta
alimentar (BERTICS et al.,1992), aumento da mobilizag&o lipidica que acarreta no
aumento da concentracdo sanguinea de &cidos graxos néo esterificados (NEFA), e
a consequente presenca de triglicerideos no figado (VAZQUEZ-ANON et al., 1994).
Este déficit energético, devido a baixa ingesta comparado ao gasto de energia, leva
praticamente todas as vacas ao balanco energético negativo (BEN) (DRACKLEY,
1999).

As altas concentracdes sanguineas de NEFA tém sido associada com o
aumento na incidéncia de doencas no periparto (retencdo das membranas fetais,
cetose, mastite e deslocamento do abomaso) e imunossupressao (DYK, et al.
1995; LESBLANC et al. 2005). Os efeitos deletérios do NEFA na saude pos-parto
se devem ao efeito negativo deste marcador no sistema imunologico. (MELENDEZ
et al.,, 2009) confirmam o efeito das altas concentracbes desse marcador no
sistema imune, e ainda, MOYES et al., (2009) destacam que a mobilizacdo de
gordura no periodo de transicdo, que é evidenciado pela alta de NEFA e B-
hidroxibutirato (BHBA) associado com a diminuicdo de glicose, contribuem para a
supressédo do sistema imune.

Foi observado que animais com NEFA elevado possuem menores
concentragbes de IgM ao parto e menores niveis de IFN-Y quatro dias antes do
parto (MELENDEZ et al., 2009). Esta imunossupressao modulada pelo NEFA foi
também demonstrada por estudos in vitro (LACETERA et al., 2004). Por essas
razdes, este metabdlito ao parto tem sido estudado como um preditor de
enfermidades em sistemas de alta producdo. MELENDEZ et al., (2009) observaram
que a cada aumento de 0,1 mEg/L de NEFA ao parto aumentava 1.11 vezes a
chance de o animal ter mastite clinica no pds-parto, e ainda, observaram que

animais com NEFA menor que < 1,2 mEg/L tinham 1/2 e 1/3 menor de chance de
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desenvolver mastite e hipocalcemia respectivamente, comparado com animais com
concentragcdes sanguineas acima de 1,2 mEg/L.

Deve - se levar em consideracdo que a mastite bovina é considerada a doenca
gue acarreta 0os maiores prejuizos econdmicos a producéao leiteira, pela reducéo da
quantidade e qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da capacidade
secretora da glandula mamaria (BRADLEY, 2002). ZIGUER et al., (2007)
quantificaram as enfermidades em rebanhos leiteiros do Rio Grande do Sul e
constatou que 16,12% dos diagnoésticos de doencas eram na glandula mamaria,
sendo a mastite a enfermidade de maior ocorréncia.

O marcador NEFA também destaca no metabolismo da resisténcia a
insulina, onde em humanos, altas concentracdes sanguineas de NEFA é sugerido
como crucial para o desenvolvimento de insuficiéncia pancreatica e da diabetes tipo
I (MASON et al.,, 1999). Adicionando ao estudo anterior, BOBE et al. (2004)
mencionaram a involugdo pancredtica e o agravamento da sindrome do figado
graxo em vacas leiteiras com altos niveis de NEFA. Embora a diminuicdo da
sensibilidade a insulina ocorra de forma fisiolégica no periparto de ruminantes
(REGANAULT et al., 2004), esta pode ser agravada em condi¢cfes de desequilibrio
nutricional, assim como o grau de adiposidade ao parto (OIKAWA & OETZEL,
2006). Corroborando, BAUMAN (2000) enfatiza que o balanco energético negativo
no inicio da lactacdo é acompanhado por um estado de resisténcia a insulina do
tecido adiposo e musculo esquelético, desta forma, poupando nutrientes
necessarios para suprir a glandula mamaria.

Em humanos, diferentes intensidades de resisténcia a insulina também
estdo associadas as sindromes metabolicas (HAUNER, 1995), sendo uma delas, a
presenca de calculos renais devido ao aumento da excrecdo renal de calcio e
magnésio em pacientes portadores de Diabetes tipo || (DEFRONZO et al., 1976;
JAWERBAUM & WHITE, 2010). Essa maior excrecdo dos minerais pode-se ser
devido as maiores concentragbes de insulina que atuando no tubulo contorcido
distal aumentam a excrecéo destes (LEE et al., 2006).

Associado a esse fator da resisténcia a insulina, que em humanos ja é
comprovado, sabe-se que vacas leiteiras possuem alta demanda de calcio para a
producdo de leite, e que a hipocalcemia puerperal € comum em rebanho que ndo
tem o controle nutricional adequado, além de que a demanda de calcio atinge o seu

pico no final da gestagéo devido a mineralizagdo do esqueleto fetal, ocasionando
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adaptacdes no metabolismo da gestante (BROMMAGE & DELUCA, 1985). A
participacdo deste mineral em importantes funcdes metabdlicas vem sendo
enfatizada por sua acdo como segundo mensageiro celular em processos de
exocitose dos sistemas endocrino, imune, nervoso e muscular (OHEIM et al., 2006).
A importancia destes sistemas para manutencao das fungdes vitais determina um
rigido controle na homeostase do célcio envolvendo os hormonios da paratireoide,
calcitonina e a vitamina D (KOVACS & KRONENBERG, 1997). Apesar disto,
distirbios como a hipocalcemia tem aumentado sua ocorréncia nas ultimas
décadas principalmente em rebanhos leiteiros, pois estdo correlacionados ao nivel
de producéo leiteira (GOFF, 2008).

Pelas razdes evidenciadas acima da importancia do periparto, essa tese foi
estratificada em dois estudos com as seguintes hipéteses: experimento 1: vacas
leiteiras primiparas de média producdo em sistema semi-extensivo possuem
marcadores metabdlicos preditivos de mastite clinica e subclinica no pré-parto;
experimento 2: vacas leiteiras multiparas de média producdo com menor taxa de
metabolizacdo de glicose, que é um indicativo de resisténcia da insulina, no pré-

parto possuem maior excrecao de minerais no pos-parto.



2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar marcadores metabdlicos preditivos com a ocorréncia de mastite clinica e
subclinica e com a excrecdo de minerais em vacas leiteiras em sistema semi-

extensivo.

Objetivos especificos

e Identificar marcadores metabdlicos pré-parto como preditivos de mastite
clinica e subclinica no sistema estudado;

e Determinar a importancia do metabolismo energético pré-parto na ocorréncia
de mastite pds-parto, e também a relagcdo do metabolismo energético com a
resisténcia a insulina;

e Estudar o efeito da menor taxa de metabolizacdo de glicose com a excrecao

urinaria dos minerais célcio e magnésio.



3 ARTIGOS
3.1 Artigo 1

Predictive value of prepartum serum metabolites for incidence of clinical and

subclinical mastitis in grazing Holstein cows

Elizabeth Schwegler; Augusto Schneider; Paula Montagner; Diego Andres
Velasco Acosta; Luiz Francisco Machado Pfeifer; Eduardo Schmitt; Viviane
Rohrig Rabassa; Francisco Augusto Burkert Del Pino; Helenice de Lima
Gonzalez, Claudio Dias Timm, Marcio Nunes Corréa.
Submetido a revista: Tropical Animal Health and Production
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Abstract

The aim of this study was to measure changes in concentrations of biochemical markers in the peripartum period
of primiparous Holstein cows diagnosed with subclinical and clinical mastitis in the postpartum period. In this

study 37 dairy cows kept in a semi-extensive pasture based system were used. The cows were monitored daily
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during milking by a trained technician until 60 days postpartum and were categorized into groups according to
the occurrence of clinical (GM) or subclinical mastitis (GSub) or absence of symptoms (GC). Prepartum serum
NEFA concentration was higher in GM than in CG (P <0.01). In addition, CG had higher prepartum serum
glucose concentration than GM (P=0.03). In the early postpartum period AST activity was lower in CG than in
GSub (P< 0.05) and in the late postpartum period AST activity was lower in GC than GSub and GM (P=0.01).
Prepartum phosphorus concentration was lower for GM than CG (P=0.02). During early and late postpartum
period the GM had lower milk production than GC (P=0.05). SCC was higher during early and late postpartum
periods for GM and GSub when compared to CG (P<0.01). Circulating NEFA has a negative effect on the
immune system and decreased glucose concentration also contributes to the suppression of the immune system.
In this way, cows with low glucose and higher NEFA in the prepartum were more susceptible for mastitis in the
early postpartum, probably due to low immune function associated to a more negative energy balance. In sum,
increased prepartum serum NEFA concentration and decreased glucose and phosphorus were associated with

clinical mastitis incidence in the postpartum period.

Key-words: mastitis, NEFA, glucose, dairy cows

Introduction

The periparturient period of dairy cows is characterized by changes in physiological demands.
Nutritional practices have the ability to strongly influence the adaptation of the cow, therefore affecting disease
incidence and milk production (Drackley et al. 1999). Close to calving there is a reduction in dry matter intake
(DMI) (Bertics et al., 1992) that leads to an increased mobilization of body fat and increased serum
concentrations of nonesterified fatty acids (NEFA) (Vazquez-Anon et al., 1994). High serum concentrations of
NEFA in the pre-partum period are associated with increased disease incidence in the postpartum period
(retained fetal membranes, ketosis, mastitis and displacement of the abomasum), reduced immune function (Dyk,
et al. 1995; Lesblanc et al. 2005) and milk production (Carson, 2008). In addition marked body condition loss
from the dry to near calving periods is related to unfavorable body condition change during early lactation and
increased occurrence of postpartum metabolic and reproductive diseases (Kim and Suh, 2003).

Bovine mastitis causes major economic losses for milk producers by reducing the quantity and quality
of the milk produced, or even leading to the complete loss of the mammary gland secretory capacity (Bradley,

2002). Mastitis is characterized by inflammation (Moussavi et al. 2012), usually of an infectious nature, and can
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be classified as clinical or subclinical (Ribeiro et al., 2003) with higher risk of occurrence at the onset of
lactation (Chagunda et al., 2006). The clinical form of the disease present signs as udder inflammation and
changes in the milk composition (Bramley et al., 1996, Moussavi et al. 2012). In the subclinical form
macroscopic changes are not observed; however it can be detected by an increase of somatic cell count (SCC) or
by the California Mastitis Test (CMT) (Brito et al., 1997). The subclinical form is the most prevalent and may
reduce milk secretion by 45% (Harmon, 1994).

Based on these evidences, the aim of this study was to follow changes in concentrations of biochemical
markers in the peripartum period of primiparous Holstein cows diagnosed with subclinical and clinical mastitis
in the postpartum period.

Materials and Method

All procedures performed in this experiment were approved by the Committee for Ethics in Animal
Experimentation from the Universidade Federal de Pelotas (Pelotas, RS, Brazil).

Experimental design

In this study 37 primiparous Holstein cows in a commercial dairy herd in southern Brazil (32°16'S, 52
© 32' E) kept in semi-extensive pasture based system were used. Initial body weight was 559.7 + 49.9 kg and
BCS was 3.4 + 0.5, and all calving occurred in a 30 days interval during winter. The cows were monitored daily
during milking by a trained technician until 60 days postpartum and were categorized into groups according to
the incidence of clinical or subclinical mastitis: Group Clinical Mastitis (GM, n = 9) developed clinical mastitis
according to the pre-milking strip cup test (Ribeiro et al., 2003); Group Subclinical Mastitis (GSub, n = 10) had
SCC above 250,000 cells/ml for two consecutive weeks (Swinkels et al., 2005); Control Group (CG, n = 18) that
was composed by cows that were not positive in strip cup test and had SCC below 250,000 cells/mL during the
period. All cows were managed under the same conditions and nutritional regimen from 30 days pre-partum until
60 days postpartum, as shown in Table 1.

Sample collection, measurement and analyses

Blood samples were collected weekly from -30 to 60 days postpartum via venipuncture of the jugular
vein into two tubes; one containing EDTA and potassium fluoride and one without anticoagulant. Samples were
collected in the interval after milking and before feeding. In the postpartum period heifers were milked twice
daily at 0330 and 1530 and production was recorded daily (Alpro®, DeLaval, Kansas City, MO, USA) and
combined for weekly averages. Serum albumin, aspartate aminotransferase (AST), calcium, chloride,

cholesterol, phosphorus, gamma glutaryl transferase (GGT), glucose, magnesium, triglycerides and urea were
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measured colorimetrically using commercial kits (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, SP, Brazil) (Tabeleéo et al.,
2008), as well as NEFA (NEFA-HR, Wako USA, Richmond, VA, USA) by the micro-method described by
Ballou et al. (2009). The intra and inter-assay coefficient of variation (CV) for the assays was less than 10%.

Composite milk samples were collected weekly at the afternoon milking. Milk protein, fat and lactose
assays were performed by infrared spectrophotometry (Bentley 20000, Bentley Instruments Inc., Chaska, MN,
USA). The somatic cell count (SCC) assay was performed by flow cytometry (Somacount 300, Bentley
Instruments Inc.).

Statistical analysis

The results are presented as means + standard error of the mean (SEM). All statistical analyses were
performed using SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Analyses involving repeated measures over time
(e.g., albumin, AST, calcium, chloride, cholesterol, phosphorus, GGT, glucose, magnesium, triglycerides, urea,
NEFA, milk production, protein, fat, lactose, total solids and SCC) were compared between treatments by
analysis of variance for repeated measures using the MIXED procedure to evaluate the main effects of time,
treatment, and their interactions (Littell et al., 1998). The statistical models and data analyses were designed and
performed separately for the pre (-30 to 0 days from calving), early postpartum (0 to 30 days from calving) and
late postpartum (30 to 60 days from calving) periods. When the interaction between treatment and time was
significant (P<0.05), pair-wise comparison of individual means was conducted. A value of P<0.05 was
considered significant and a value of between 0.05 and <0.1 was considered as a tendency.
Results

Subclinical mastitis ocurred in average at 4.5 £ 0.7 weeks postpartum and the clinical mastitis in
average at 3.1 = 0.5 weeks postpartum. Prepartum serum NEFA concentration was higher in GM (0.75 £ 0.02
uEg/L) than in CG (0.64 + 0.01 uEq/L) (P <0.01). However, NEFA concentration in GSub (0.69 + 0.02 uEq/L)
was not different (P>0.05) from GM and GC (Figure 1, A). In the postpartum period there was no difference
among groups for serum NEFA concentration (P>0.05). In addition, it was observed that healthy cows (CG) had
higher prepartum serum glucose concentration (54.8 + 0.9 mg/dL) than GM (50.6 + 1.2 mg/dL) (P=0.03).
Prepartum glucose concentration for GSub (53.4 + 1.2 mg/dL) cows was similar to GC and GM (P>0.05) (Figure
1, B). In the postpartum period there was no difference among groups for glucose concentration (P>0.05).

Prepartum AST activity was not different among groups (P=0.35). In the early postpartum period AST

activity was lower in CG (86.7 + 3.6 U/L) than in GSub (102.4 + 4.9 U/L) (P<0.05); however GM AST activity
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(92.2 £ 5.3 U/L) was similar to GC and GSub (P> 0.05). In the late postpartum period AST activity was lower in
GC (76.9 + 3.0 U/L) than in GSub (89.8 + 4.2 U/L) and GM (90.9 + 4.4 U/L) (P = 0.01) (Figure 1, C).

Regarding mineral markers it was observed that in the early postparum period chloride concentrations
were higher for GM (102.5 + 1.1 mEg/L) than GSub (98.8 + 1.0 mEg/L) (P=0.04); however GC (100.2 + 0.7
mEg/ L) was similar to GM and GSub (P> 0.05). There was no difference among groups for chloride
concentration in the prepartum and late postpartum periods (P>0.05). Prepartum phosphorus concentration was
lower for GM (4.8 + 0.2 mg/dL) than CG (5.4 + 0.1 mg/dL) (P=0.02). GSub phosphorus concentration (4.9 £ 0.2
mg/dL) was similar to GC and GM (P>0.05). In the postpartum period there was no difference among groups for
phosphorus concentration (P>0.05). The other markers evaluated did not differ between groups (P>0.05) and are
shown in Table 2.

During early and late postpartum period the GM had lower milk production (17.4 + 1.8 and 18.6 + 1.6
kg/day, respectively) than CG (22.7 + 1.2 and 24.6 £ 1.1 kg/day, respectively) (P=0.05). GSub milk production
was similar to GC and GM (19.7 + 1.6 and 23.5 + 1.5 kg/day, respectively) (P>0.05), as illustrated in Figure 2.
SCC was higher during early and late postpartum periods for GM (257.2 x 10° + 45.0 x 10° and 185.3 x 10° +
43.7 x 10° cells/ml, respectively) and GSub (244.3 x 10° + 32.3 x 10° and 167.9 x 10° + 37.6 x 10° cells/ml,
respectively) when compared to CG (54.1 x 10° + 24.1 x 10% e 38.7 x 10° + 27.0 x 10° cells/ml, respectively)
(P<0.01). Regarding milk composition (fat, protein, lactose and total solids) in the early postpartum period
differences among groups are shown in Table 3. There was no difference among groups in the late postpartum
period.

Discussion

The most important observation of this study was the reduced serum glucose concentration and
increased serum NEFA concentration during the prepartum period in cows that developed clinical mastitis in the
postpartum period compared to healthy cows. This observation is in accordance to Moyes et al. (2009) that
observed that low prepartum glucose concentration is associated to the occurrence of postpartum diseases and
Melendez et al. (2009), which observed that high NEFA concentration at calving is associated to a higher
mastitis incidence in the postpartum period. It is important to mention that both studies were conducted using
high producing cows in intensive management systems. Still, our results using medium producing dairy cows in
a semi-extensive system further confirm the relationship between prepartum energy status and disease incidence.
Circulating NEFA has a negative effect on the immune system (Melendez et al., 2009). Therefore, fat

mobilization during the transition period, which is characterized by increased serum concentration of NEFA and
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B-hydroxybutyrate (BHBA), and decreased glucose concentration, may contribute to the suppression of the
immune system (Moyes et al., 2009). Nevertheless, the mechanisms involving the relationship between NEFA,
immune system and susceptibility to mastitis are not well understood (Moyes et al., 2009). Also, is important to
mention that in the postpartum period there was no difference among groups for glucose and NEFA
concentration according to the previously demonstrated by Nyman et al. (2008) and confirming that the
prepartum management is very important to a healthy transition period.

The liver enzymes GGT and AST were not different among groups during the prepartum period
indicating that there was no liver impairment due excessive fat mobilization (Bionaz et al., 2007). In the
postpartum period GC had the lowest AST concentration. AST is positive associated with development of
clinical mastitis in postpartum dairy cows, being a good indicator for cows in risk of developing the disease
(Moyes et al., 2009). However, due to the low specificity of circulating AST, it can be confounded with other
diseases, making difficult to assess the risk of mastitis in early lactation based on this marker alone (Moyes et al.,
2009). Corroborating with this, Janosi et al. (2003) found no difference for serum AST concentration up to 3
DIM and incidence of mastitis after 28 DIM. Regarding the mineral profile cows that developed mastitis had
lower prepartum phosphorus than healthy cows. This finding further emphasize that the prepartum energy status
may influence postpartum mastitis incidence, since P is an important intermediate of energy metabolism (ATP,
ADP) and participates in important metabolic pathways involved in growth, differentiation and cell integrity,
component of the nucleic acids (DNA and RNA) and hormones (Rollin, 2010). Cows that developed clinical
mastitis also had higher chloride concentrations in the early postpartum period, which can directly influence the
acid-base homeostasis. We did not find explanation in the literature for this relation.

The lower milk production and higher CCS for cows that developed mastitis were in agreement with the
existing literature (Hortet & Seegers 1998; De Vliegher et al. 2004). In addition, milk composition was altered in
cows developing mastitis in the early postpartum period, but not in the late postpartum period. The reduced
lactose and increased protein in milk was showed before and is in agrement with current findings (Machado et
al., 2000; Pereira et al., 1999). In addition, cows with clinical mastitis had higher milk fat content. This result can
be linked to the fact that these cows produced lower amounts of milk, thereby increasing the fat proportion
(Cunha et al., 2008). The percentage of fat is usually decreased in dairy cows with mastitis; however, when the
reduction of milk production is more pronounced, then the decrease in milk fat content will be more obvious
(Pereira et al. 1999 & Sloth et al. 2003).

Conclusion
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In sum, increased prepartum serum NEFA concentration and decreased prepartum glucose and
phophorus concentration were associated with the occurrence of clinical mastitis in the postpartum period in
dairy cows semi-extensive system. In addition, cows with clinical mastitis had lower milk production and altered
milk composition. These results further emphasize the importance of prepartum management on the health of
dairy cows in the transition period and suggested that more studies testing alternatives to prevent these diseases

by focusing on these prepartum markers should be tested and could increase welfare and farm profitability.
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282 Table 1 — Ingredient and nutrient composition of prepartum and postpartum diets

Prepartum Postpartum
Ingredients Up to -21 days to -21to 0 days to 0 to 60 days in
expected calving expected calving milk
Native pasture Ad libitum Ad libitum -
Ryegrass pasture - - Ad libitum
White clover pasture - - Ad libitum
Sorghum grain, kg - 1.20 4.60
Soybean meal, kg - 1.00 2.30
Soybean hulls, kg - 1.50 0.80
Rice Bran, kg - - 1.70
Urea, kg - 0.05 0.10
Premix, kg - 0.25 0.50
Nutrient composition (DM basis)
Crude protein, % 12.0 16.3 19.0
Fat, % 18 3.0 4.1
NDF*, % 74.2 50.9 26.5
ADF*, % 375 30.8 15.1

283 NDF= neutral detergent fiber;

284 ADF= acid detergent fiber.



285  Table 2: Serum metabolic markers in the prepartum, early and late postpartum for control group (CG), subclinical mastitis group (GSub) and mastitis group (GM).
Values of P prepartum Values of P 0-30 days Values of P 30-60 days
Postpartum Postpartum
Group/ GC GSub GM SEM G w G*W GC GSub GM SEM G W G*W GC GSub GM SEM G w G*W
variables

GGT* 52.74 53.09 53.84 2.66 0.96 0.97 0.82 61.56 62.66 60.26 7.80 0.98 0.66 0.64 61.29 75.52 60.83 10.20 0.54 0.17 0.64

u/L
TAG** 19.46 233 19.55 1.72 023 <001 074 9.23 9.36 9.62 0.75 0.94 0.50 0.05 8.79 10.51 8.93 1.04 0.47 0.21 0.05

mg/dl
Cholesterol 105.01 101.76 ~ 101.52 4.24 0.78 0.03 0.45 102.77 89.12 90.11 5.86 0.14 <001 0.28 139 136.54  107.85 10.61 0.09 <0.01 049

mg/dl
Albumin 27.25 27.18 28.01 0.48 0.45 0.21 0.02 25.89 25.43 25.35 0.59 0.75 <0.01 0.18 25.78 24.63 25.08 0.61 0.36 0.65 0.93

g/L

Urea 24.48 24.35 22.50 1.46 0.60 <0.01 0.87 26.36 27.98 27.66 1.27 0.57 <0.01 0.33 19.69 18.37 18.33 2.03 0.84 <0.01 0.58

mg/dl
Calcium 9.48 9.51 9.86 0.15 0.16 0.01 0.67 9.51 9.64 9.66 0.14 0.69 0.06 0.05 10.16 10.2 10.05 0.15 0.80 0.40 0.51

mg/dI
Magnesium 2.13 211 2.14 0.05 0.90 0.06 0.20 2.13 2.10 2.07 0.05 0.74 0.85 0.24 2.12 2.13 1.95 0.06 0.16 0.85 0.90

mg/dI

286 *gamma glutaryl transferase; ** triglycerides; G= group; W= week; G*W= group*week

26
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Table 3: Milk composition in the early postpartum period for control group (CG), subclinical mastitis group (GSub)

and clinical mastitis group (GM).

GC GSub GM P
Lactose, % 46+0.1° 43+0.1° 41+0.1° <0.01
Protein, % 3.1£0.1° 3.2£0.1° 3.6+0.1° <0.01
Fat, % 3.1+02° 3.8+0.3® 4.6+0.4° 0.02
Total solids, % 11.7+0.2° 12.2+0.2% 12.6 +0.2° 0.02

Different superscripts indicate statistical difference (P<0.05).
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293 Figure 1: Serum NEFA (Panel A), glucose (Panel B) and AST (Panel C) concentration in the pre and postpartum for

294  control group (CG), subclinical mastitis (GSub) and clinical mastitis (GM).
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Figure 2: Milk production (kg/cow/day) from the 2nd to the 9th week postpartum for control group (GC),

subclinical mastitis group (Gsub) and clinical mastitis group (GM).
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo da resisténcia a insulina com a
excrecdo urinaria de célcio e magnésio em vacas leiteiras pluriparas no periodo de
transicdo. Neste estudo foram utilizadas 20 vacas leiteiras de um rebanho comercial da
regido Sul do Brasil mantido em sistema semi-extensivo. Foram realizados testes de
tolerancia a glicose (TTG) nos dias 20 pré-parto e 9 pds parto, sendo as vacas
categorizadas em trés grupos de acordo com a taxa de metabolizacao de glicose no pré
e pos-parto. Grupo sensivel (GS): maior taxa de metabolizacdo a glicose; Grupo
Intermediario (Gl) e Grupo resistente (GR): menor taxa de metabolizacédo de glicose. O
grau de resisténcia a insulina foi indireto pela ASC (area sobre a curva) da glicose
sendo 0 GS mais sensivel (menor area) e 0 GR mais resistente (maior area). As coletas
de sangue e urina foram realizadas nos dias 23, 14, 7 e 3 pré-parto, no dia do parto e
nos dias 3, 6, 9, 16 e 23 poOs-parto para determinacdo do calcio, magnésio, creatinina,
NEFA e glicose, sendo os 3 primeiros avaliados no sangue e urina. O GR pela
categorizacdo pré- parto, apresentou maior excrecao fracionada de célcio no pré e no
pos-parto (P<0,05) e maior de NEFA no pré-parto, concordando a hipotese do estudo.
As concentracdes sanguineas de célcio pela categorizacdo pés-parto foram maiores no
pré e pés parto no GR (P< 0,05), contradizendo os dados encontrados em humanos.
Baseado em nossos resultados concluimos que vacas leiteiras pluriparas com menor
taxa de metabolizacdo de glicose no pré-parto apresentam maior excrecdo fracionada
no mineral célcio no pré e pos-parto, e o NEFA mais elevado no pré-parto. As
concentracbes sanguineas de calcio em vacas leiteiras com maior taxa de
metabolizacdo de glicose no pds-parto € mais elevada desde o pré-parto, mantendo-se

elevada no pos.

Palavras chaves: taxa de metabolizacdo de glicose, excrecao mineral, NEFA, vacas

leiteiras.

ABSTRACT: The aim of this study was to assess the relationship of insulin resistance
with the urinary excretion of calcium and magnesium in pluriparous dairy cows during
the transition period. Twenty dairy cows from a commercial herd kept in a semi-

extensive system in southern Brazil were enrolled in this study. Glucose tolerance tests
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(GTT) were conducted on 20 days prepartum and 9 days postpartum, with the cows
categorized into three groups according to the rate of glucose metabolism in prepartum
and postpartum. Sensitive Group (GS): increased rate of glucose metabolism;
Intermediate Group (GI) and Resistant Group (GR): low rate of glucose metabolism. The
level of insulin resistance was indirectly measured by the AUC (area under the curve) of
glucose, where the GS was more sensitive (lower area), and the GR more resistant
(greater area). The blood and urine samples were taken on days 23, 14, 7 and 3
prepartum, at parturition and at 3, 6, 9, 16 and 23 postpartum for determination of
calcium, magnesium, creatinine, NEFA and glucose, being the first three evaluated in
the blood and urine. The GR categorized in prepartum, showed higher (P <0.05)
fractional excretion of calcium in prepartum and postpartum, and higher NEFA at
prepartum, according with the study hypothesis. Blood concentrations of calcium
categorized in postpartum were higher (P <0.05) in prepartum and postpartum in GR,
being opposite with the data found in humans. Based on our results we concluded that
pluriparous dairy cows with lower rate of glucose metabolism in prepartum have a higher
fractional excretion of the mineral calcium in pre and postpartum, and NEFA higher at
the prepartum. Blood concentrations of calcium in dairy cows with a higher rate of
glucose metabolism in postpartum is higher from prepartum and remained high in the
postpartum period.

Key words: glucose metabolism rate, mineral excretion, NEFA, dairy cows

INTRODUCAO

Em vacas leiteiras o periodo de transicdo, 3 semanas pré-parto a 3 semanas
pos-parto, € considerado critico para saude dos rebanhos (Mulligan et al.; 2006). A
ingestao de matéria seca neste periodo ndo acompanha o subito aumento da demanda
nutricional gerado pelo crescimento fetal e inicio de lactagdo, levando ao balango
energético negativo (BEN) (Ingvartsen & Andersen, 2000). Desta forma, a mobilizacéo
de acidos graxos nao-esterificados (NEFA) torna-se um importante mecanismo para

suprir a demanda energética e por isso suas concentracfes plasmaticas sao



86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

34

associadas a intensidade do BEN, assim como a incidéncia de distirbios metabdlicos
no periparto (Schlumbohm & Harmeyer, 2003; Roche et al., 2009).

Outro importante marcador da condicdo nutricional € o escore de condicéo
corporal (ECC) ao parto que também pode estar associado as condi¢des de saude dos
rebanhos (Roche et al., 2009). Fémeas com ECC ao parto maior do que 3,5 (em uma
escala de 1 a 5) possuem altos niveis de NEFA no inicio da lactacdo (Kawaguchi et al.,
1990; Roche et al., 2009), o que pode levar ao comprometimento das funcdes hepaticas
(Barnett et al.,1988), imunes (Nikolajczyk et al., 2011), além de diminuicdo da
sensibilidade a insulina pelos tecidos periféricos (Oikawa & Oetzel, 2006).

Embora a diminuigdo da sensibilidade a insulina ocorra de forma fisiologica no
periparto de ruminantes (Reganault et al., 2004), esta condi¢cdo pode ser agravada em
condicbes de desequilibrio nutricional, assim como o grau de adiposidade ao parto
descrito anteriormente (Oikawa & Oetzel, 2006). Tal condicdo, associada as altas
concentracbes plasmaticas de NEFA, tem sido proposta como fator de risco para
doencas como a cetose e hipocalcemia em ovinos (Schlumbohm & Harmeyer, 2003;
Husted et al., 2008).

Em humanos, diferentes intensidades de resisténcia a insulina também estéo
associadas a sindromes metabdlicas (Hauner, 1995), sendo uma delas, a presenca de
calculos renais devido ao aumento da excrecdo renal de calcio e magnésio em
pacientes portadores de Diabetes tipo Il (Defronzo et al., 1976; Jawerbaum & White,
2010). Embora pouco esclarecido, sabe-se que a insulina atua diretamente no tabulo
contorcido distal aumentando a excrecdo de calcio e magnésio, o que leva a retencao
de sodio (Na) e potassio (K). Tal mecanismo passa a ser particularmente importante
nos pacientes insulino-dependentes portadores de hipertensao (Lee et al., 2006). Por
estes motivos a insulina também tem sido proposta como horménio de regulacdo do
metabolismo do magnésio (Barbagallo et al.,, 2003), hipétese que € reforcada por
estudos in vitro demonstrando acumulo de Mg e K em células da musculatura lisa
uterina apos tratamento com este horménio (Lostroh & Krahl, 1973). Além disso, em
humanos, a hiperglicemia presente em diabéticos esta relacionada a hipermagnesuria,
levando a uma queda nas concentracdes plasmatica de Mg (Mcnair et al., 1978). Estes

achados podem ter uma importancia clinica na ocorréncia de hipocalcemia e
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hipomagnesemia em vacas leiteiras alimentados com alto nivel de energia no pré-parto,
ja que o grau de adiposidade neste periodo estad associado as maiores concentracdes
séricas de insulina, bem como a maior ocorréncia de hipocalcemia (Mulligan et al.,
2006).

Baseados nestas evidéncias, a hipotese deste estudo € que vacas leiteiras no
pré-parto com maior resisténcia a insulina e, consequentemente, com menor taxa de
metabolizacdo de glicose, excretam mais célcio e magnésio na urina no pos-parto,
podendo ser um dos fatores predisponentes da ocorréncia de hipocalcemia e
hipomagnesemia no pés-parto. O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo da
resisténcia a insulina com a excrecao urindria de calcio e magnésio em vacas leiteiras

pluriparas no periodo de transicao.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos desenvolvidos neste experimento foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas
(Pelotas, RS, Brasil) sob o cédigo 6523.
Delineamento Experimental

Neste estudo foram utilizadas 20 vacas leiteiras pluriparas de um rebanho
comercial da regido Sul do Brasil (32 © 16" S, 52 ° 32' L) mantido em sistema semi-
extensivo. O peso inicial dos animais era 678,5 + 23,2 kg com escore de condi¢cdo
corporal (ECC) 3,6 = 0,16, sendo que a pari¢cdo ocorreu durante a estacao de verdo do
ano de 2012. As vacas foram monitoradas diariamente durante todo o experimento
sendo excluidas em casos de enfermidades. Foram realizados testes de tolerancia a
glicose (TTG) nos dias 20 pré-parto e 9 pds parto. Os TTGs eram baseados em uma
infusdo de 500 mg/kg de peso vivo de glicose, de uma solucdo concentrada de 50% na
veia jugular anteriormente cateterizada. Previamente a infuséo de glicose era realizada
duas coletas sangue para caracterizar a glicemia basal desses animais (-5 e 0 minutos
pré infusdo- OA). Imediatamente apds a infusédo de glicose era coletada uma amostra de
sangue, sendo caracterizada como coleta 0 pés infusdo (0B), e nos 15, 30, 45, 60, 65,
70, 75, 90, 120, 150 e 180 minutos posteriores a infusdo, para determinacdo da

concentracdo sanguinea de glicose. Apos a coleta no tempo 60 era administrada uma
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dose de insulina na concentragédo de 0,1 Ul/kg. Os animais foram categorizados a partir
da taxa de metabolizacdo de glicose, levando em consideragdo se o teste foi pré ou
pos-parto, sendo o grupo sensivel (GS): o de maior taxa de metabolizacdo de glicose
(menor area sobre a curva —ASC), GI: intermediario e o grupo resistente (GR): de
menor taxa de metabolizacdo de glicose (maior &rea sobre a curva). Para o célculo da
ASC da glicose foi utilizada o trapézio formado entre duas coletas subseqlentes
(REGNAULT et al., 2004), considerando-se as alteracées com relacdo ao nivel basal de
cada individuo (Area= (Valor Coleta 1 — Média das duas coletas basais + Valor Coleta 2
— Média das duas coletas basais)*Intervalo entre 126 coletas/2). Todos 0s animais
foram mantidos sobre as mesmas condi¢cdes nutricionais e de manejo durante toso o
periodo experimental (Tabela 1).
Coleta de amostras, medidas e analises

As coletas de sangue e urina foram realizadas nos dias 23, 14, 7 e 3 pré-parto,
no dia do parto e nos dias 3, 6, 9, 16 e 23 pés-parto. O sangue foi coletado por sistema
vacutainer no complexo arterio-venoso coccigeo em dois tubos, um contendo e EDTA e
fluoreto de potassio e o outro sem anticoagulante. As coletas da urina foram realizadas
por massagem na regiao perivulvar da vaca leiteira. As amostras foram coletadas no
horario da manha apos a alimentagcéo no pré-parto e no pés-parto antes da ordenha e a
alimentacdo. No sangue foram avaliados os niveis de calcio (Ca), magnésio (Mg),
creatinina (Creat) e glicose por métodos colorimétricos, usando kits comerciais (Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, SP, Brasil) (Tabeledo et al., 2008), e o NEFA (NEFA-HR,
Wako USA, Richmond, VA, USA) pelo micro-método descrito por Ballou et al (2009). Na
urina foram avaliados os minerais Ca e Mg, e ainda o marcador de filtragem glomerular
Creat também por métodos colorimétricos. Os niveis de Ca e Mg na urina foram
estimados através do célculo da excrecao fracionada (EF) (Roeder et al, 1997), ou seja:
(UCa/SCa) x (SCreat/UCreat) x 100 e (UMg/SMg) x (SCreat/UCreat) x 100, onde U e S
significam urina e soro respectivamente. A EF representa a porcentagem de depuracao
de uma substancia em porcentagem a depuracao de creatinina.

Foi avaliada a producéo leiteira no dia 30 pds-parto através do programa de
bancos de dados da fazenda (Alpro®, DeLaval, Kansas City, MO, USA).
Analises estatisticas
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Os resultados sé@o apresentados em média + erro padrao da média (EPM). Todas
as andlises estatisticas foram avaliadas usando o programa SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Analises envolvendo medidas repetidas de acordo com as coletas
(célcio, magnésio, NEFA e glicose) foram comparadas entre 0s grupos por analises de
variancia por medidas repetidas usando o MIXED procedure para avaliar o efeito da
coleta, grupo e suas interagOes (Littell et al., 1998). Quando a interacao entre 0s grupos
e as coletas foi significante (P < 0,05), foram feitas comparacfes ao pares das medias
dos grupos*coletas. Foi realizada analise de variancia one-way para a producdo de
leite. O modelo estatistico e as andlises dos dados foram feitos separadamente para os
TTGs pré-parto e pds-parto. Andlise de correlacdo entre todos os marcadores foram

realizadas. Para determinar a ASC foi utilizado o programa GraphPad Prism.

RESULTADOS

De acordo com a categorizacdo da ASC do teste pré-parto, 6 vacas ficaram no
GS (8.194 + 388,59 mg/dl), 7 no Gl (12.079 + 528,20 mg/dl) e 6 no GR (15.507 + 292,34
mg/dl) (P <0,001). A média de producédo das vacas leiteiras do experimento foi 28,75 +
1,80 kg no dia 30 p6s-parto. Nao houve diferenca entre os grupos na producao de leite
pela categorizacao pré-parto (P= 0,43).

O GR pré-parto apresentou maior excrecdo fracionada de calcio no pré e no
pos-parto (P<0,05) conforme figura 1. A excrecao fracionada do mineral magnésio nao
apresentou diferencas entre os grupos no pré e no pés-parto, pela categorizacdo ASC
pré-parto, e ainda, esse mineral ndo apresentou correlagdo com calcio urinario no pre-
parto (P >0,05).

As concentracdes sanguineas de célcio foram menores no GR (8,83 + 0,17
mg/dl) comparado ao Gl (9,24 £ 0, 12 mg/dl) (P = 0,05), sendo o GS (9,08 + 0,14) igual
aos outros dois no pré-parto pela categorizacdo ASC pré-parto. No pés-parto o Gl (8,68
+ 0,12 mg/dl) foi maior que o GS (8,32 £ 0,14; P=0,05) e GR (8,33 + 0,13; P=0,058). O
GS e GR foram iguais no pés-parto (P >0,05). As concentracfes sanguineas de
magnésio foram iguais em todos 0s grupos no pré-parto (P>0,05), porém, no pés-parto
foi observado maiores concentracdes no Gl (2,06 £ 0,05 mg/dl) em relacédo ao GS (1,89
+ 0,06 mg/dl) e GR (1,90 £ 0,06 mg/dl) (P= 0,04). Os GS e GR no pos-parto foram



210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

38

iguais (P=0,93). O célcio e magnésio sanguineo apresentaram uma correlagdo positiva
no pré-parto (r= 0,26; P= 0,03).

No metabolismo energético pela categorizacdo ASC no pré-parto, nao foi
observado diferenca nas concentracdes de glicose entre 0s grupos no pré-parto
(P>0,05), porém, no pés-parto o GR (88, 71 + 5,23 mg/dl) teve maiores concentracdes
que o GI (71,48 £ 4,75 mg/dl) (P= 0,02), e que o GS (75,27 + 5,15 mg/dl) (P=0,07). Os
GS e Gl foram iguais no pos-parto (P= 0,59). Ja no metabdlico NEFA pela mesma
categorizacao, foi observado que o GR (0,47 + 0,04 pEqg/L) foi maior que o GI (0,35 +
0,03 pE/L; P=0,01) e 0 GS no pré-parto (0,36 + 0,03 pEg/L; P= 0,03), e 0os GS e Gl
foram considerados iguais (P=0,68). No po6s-parto o GR (0,65 + 0,05 puEqg/L) também
teve maiores concentracfes sobre o Gl (0,54 = 0,05 pEg/L) e GS (0,53 = 0,05 pEQ/L)
(P=0,09), e os GS e GI se mantiveram iguais (P=0,95). Foi observada correlacdo
significativa entre esses dois marcadores no pré-parto (r= 0,24; P= 0,05).

Pela categorizacdo da ASC do teste pds-parto, 6 vacas ficaram no GS (6.181,66
+ 522,36 mg/dl), 7 no Gl (8.129,71 + 130,85 mg/dl) e 7 no GR (11.260,14 + 832,52
mg/dl) (P <0,001). Apesar de o GR (31,85 + 4,26 kg) ter tido o de maior producao
leiteira no dia 30 poés-parto que o Gl (28,71 + 2,64 kg) e GS (25,16 + 0,94 kg) pela
categorizacdo ASC pés-parto, ndo houve diferencas entre os grupos (P=0,35).

Levando ainda como categorizacdo o ASC pés-parto ndo foi observada
diferencas entre 0os grupos na excrec¢ao fracionada de calcio no pré-parto (P>0,05). No
pos-parto foi observado que o Gl (14,68 + 2,80%) teve menor excrecao fracionada de
calcio em comparacao ao GR (27,25 £+ 2,91%; P<0,01) e GS (26,31 * 3,65% P=0,01).
Os GR e GS foram considerados iguais neste metabolico (P=0,84). Apesar da excrecao
fracionada de magnésio ndo ter tido diferengas entre 0os grupos no pré e pos-parto pela
categorizagdo ASC pés-parto (P>0,05), este mineral apresentou uma forte correlagéo
com a excrecao fracionada de célcio (r= 0,41; P<0,001).

As concentracdes sanguineas de calcio pela categorizacdo ASC poés-parto foram
maiores no pré e pos parto no GR (P< 0,05), conforme demonstrado na figura 2. No
mineral magnésio néo foi observada diferengas entre os grupos no pés-parto (P > 0,05),
porém, no pré-parto foi observada maiores concentracdes no GR (2,32 + 0,06 mg/dl)
comparado ao Gl (2,17 = 0,06) (P=0,07). J4 o GS foi igual ao Gl e GR (P >0,05).
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No metabolismo energético pela categorizacdo ASC pdés-parto, ndo foi observada
diferenca nas concentracdes de glicose entre os grupos no pré-parto (P>0,05). No pés
parto o GR (85,25 + 4,69 mg/dl) apresentou maiores concentracdes que o Gl (72,99 +
4,63 mg/dl) (P= 0,07). O GS se manteve iguais aos dois grupos (P>0,05). No marcador
NEFA, o GR (0,44 = 0,04 puEqg/L) apresentou maiores concentragdes que o GS (0,35 *
0,04 pEg/L; P=0,06) e GI (0,36 + 0,03uEq/L; P=0,09) no pré-parto. Os GS e Gl foram
iguais (P=0,79). No pos-parto ndo foi observada diferenca entre os grupos (P>0,05).
Ainda no metabolismo energético no pos-parto foi observada correlacdo negativa do
NEFA com as concentra¢des sanguineas de Ca (r= -0,27; P= 0,01) e Mg (r= -0,31;
P=0,01). O mineral célcio apresentou ainda correlacdo negativa com a glicose (r=-0,19;
P=0,05).

DISCUSSAO

Técnicas como o teste de tolerancia a glicose (TTG) tem sido empregado em
ruminantes para determinacéo da capacidade de metabolizacdo de glicose e a resposta
na liberacdo pancreética de insulina (Schlumbohm & Harmeyer, 2003; Regnault et al.,
2004). O desaparecimento da glicose do plasma é dependente dos seguintes
processos: a resposta secretoria de insulina, a habilidade da glicose em induzir a seu
proprio metabolismo em termos de sua captacdo pelos tecidos ou supressao da
producdo de glicose pelo figado, e na capacidade da glicose em induzir sua
metabolizacdo e inibir a liberacdo de mais glicose pelo figado (Geloneze & Tabascia,
2006). Sabendo-se que no periparto ha aumento da resisténcia a insulina nos tecidos
nos mamiferos em geral (Brelje et al., 1993), esta técnica foi utilizada em nosso estudo
como uma medida indireta de resisténcia a insulina. Nossos resultados demonstraram
que as vacas leiteiras com menor taxa de metabolizagdo a glicose (animais mais
resistentes a insulina) no pré-parto, tiveram maiores alteragcbes em seu metabolismo no
pré e pés parto, do que as vacas mais resistentes no pos-parto. Corroborando com
nossa hipétese foi observado que os animais com menor taxa de metabolizacdo da
glicose no pré-parto tiveram maior excrecdo de Ca urinério no pré e pés-parto. Apesar
de até entdo nao ter sido observado em vacas leiteiras o efeito da maior excrecao de

Ca na urina em animais com menor taxa de metabolizacdo de glicose, esses resultados
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vao de acordo com o que ja € observado em humanos, e que foi detectada presenca de
calculos renais devido o aumento da excre¢cdo de calcio e magnésio em pacientes
portadores de diabetes tipo Il (Defronzo et al.,, 1976; Jawerbaum & White, 2010).
Salientamos a importancia desse achado na ocorréncia de hipocalcemia pos-parto, pois
além da perda de calcio pela urina, no pés-parto em torno de 50 gramas de célcio é
carreado do sangue para a glandula maméria, que no pré-parto ndo é observado. Antes
do parto o requerimento é de apenas 30 gramas de calcio por vaca, perdendo apenas
15 gramas pelas fezes e urina e mais 15 gramas para o crescimento do feto (Degaris &
Lean, 2008). Apesar de em nosso estudo ndo foi observado a maior excrecdo de
magnésio em animais resistentes no pré-parto e pos-parto, foi observada uma
correlacdo da excrecéo fracionada do magnésio no pds-parto com o calcio. Essa maior
excrecdo dos minerais pode-se ser devido as maiores concentracdes de insulina que
atuando no tubulo contorcido distal aumentam a excrecéo destes (Lee et al., 2006).
Pela categorizacdo pré-parto o GR e GS apresentaram 0 mesmo comportamento
no pré e pos-parto, esses resultados demonstram que 0S grupos mantiveram o
equilibrio dos niveis sanguineo de calcio no grupo mais resistente, apesar do mesmo
ter apresentado maior excrecdo urinéria, evitando a hipocalcemia. A hipocalcemia
subclinica/clinica se manifesta quando ocorre um desequilibrio nas quantidades diarias
de célcio demandadas pela glandula mamaria e ou feto, sobrep6em a capacidade do
paratorménio e vitamina D em manter a homeostase do célcio sanguineo (Goff, 2006).
J& pela categorizacdo pos-parto contradizendo com nossos achados, que em animais
com menores concentracdes de calcio deveriam ser mais resistente a insulina, pois este
mineral € um importante co-fator na exocitose dos granulos de insulina nas células 3
pancreaticas, participando das duas fases de secre¢do de insulina, a rapida e a tardia
(Harter et al.,, 1976), nesse estudo 0s animais mais resistentes tiveram maiores
concentracbes de Ca no pré e poés parto. Entretanto sabe-se que o efeito da
hipocalcemia subclinica na hipoinsulinemia poés-parto de ruminantes ndo tem sido
investigado (Schmitt 2009). Além disso, sabe-se que a relacdo da hipocalcemia e
hipomagnesemia estd bem caracterizada devido a participacdo do magnésio como

cofator enzimético na ligacéo e sinalizacéo celular do PTH e seu receptor (Lee, 2006), e
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ainda, que a resisténcia a insulina pode ser influenciada por alteracdes nos receptores
para ligacdo (Kahn, 1978), podendo o magnésio estar envolvido neste mecanismo.

O magnésio sanguineo ainda tem se apresentado de forma confusa na
resisténcia a insulina em vacas leiteiras, entretanto no pré-parto foi observado uma
correlacdo com o calcio. Sabe-se que em hipomagnesemia 0s rins € 0S 0SS0S S&0
responsivos pela diminuicdo da acao do PTH (Sampson et al., 1983; Goff, 2000). Wang
& Beede (1992) encontraram em vacas ndo prenhes e nao lactantes, que quando
alimentadas com dietas ricas em Mg diminuem a perda renal de Ca, do que vacas
suplementadas com baixa de magnésio. Contreras et al. (1982) demonstraram perda da
mobilizacdo de Ca em vacas hipomagnesémicas. Em humanos ja é conhecido que a
hiperglicemia presente em diabéticos esta relacionada a hipermagnesuria, levando a
uma queda nas concentracdes plasmatica de Mg (Mcnair et al.,, 1978). Em nossos
estudos os achados se demonstram contraditorios, evidenciando ainda o pouco
conhecimento no metabolismo mineral na resisténcia a insulina em vacas leiteiras.

Quando se diz respeito ao metabolismo energético nossos resultados
demonstram que as vacas leiteiras mais resistentes a insulina independentes da
categorizacdo apresentam maiores concentracbes de glicose. Esse fato € devido a
menor capacidade de entrada de glicose para os tecidos, seja por falta de secrecdo de
insulina pelas células B pancreaticas ou pela falta de receptores ativos para o horménio
(Geloneze & Tabascia, 2006). O metabdlito NEFA apresentou sempre 0 mesmo
comportamento de maiores concentragbes no em animais com maior ASC
independente da categorizacdo. Sabendo-se da importancia desse marcador no pré-
parto como preditor de enfermidades no pos-parto (Melendez et al., 2009), vale a pena
destacé-lo, levando em consideracdo que em humanos as altas concentragcfes
sanguineas de NEFA séo sugeridos como crucial para o desenvolvimento de

insuficiéncia pancreéatica e da diabetes tipo Il (Mason et al., 1999).

CONCLUSAO
Vacas leiteiras pluriparas com menor taxa de metabolizacdo de glicose no pré-
parto apresentam maior excrecdo do calcio no pré e pos-parto, e ainda, o NEFA mais

alto no pré-parto. As concentracdes sanguineas de céalcio em vacas leiteiras com maior
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taxa de metabolizacdo de glicose no pos-parto € mais elevada desde o pré-parto,

mantendo-se no pos.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pela bolsa concedida a pds-graduando Elizabeth Schwegler, e ainda,

a Granja 4 irmaos pela disponibilidade da execucéo do projeto.

REFERENCIAS
BALLOU M. A.; GOMES R. C.; JUCHEM S. O.; DEPETERS E. J. Effects of
dietarysupplemental fish oil during the peripartum period on blood metabolites and
hepatic fatty acid compositions and total triacylglycerol concentrations of multiparous
Holstein cows. Jornal of Dairy Science, v. 92, p. 657-669, 2009.
BARBAGALLO, M.; DOMINGUEZ, L. J.; GALIOTO, A.; FERLISI, A.; CANI, C.; MALFA,
L.; PINEO, A.; BUSARDO, A.; PAOLISSO, G. Role of magnesium in insulin action,
diabetes and cardio-metabolic syndrome X. Molecular Aspects of Medicine, v. 24, p.
39-52, 2003.
BARNETT, C.R.; FLATT, P. R.; IOANNIDES, C. ROLE of ketone bodies in the diabetes-
induced changes in hepatic mixed-function oxidase activities. Biochimica Biophysica
Acta, v. 967, p.250-254, 1988.
BRELJE, T.C.;, SCHARP, D.W.; LACY, P.E.; OGREN, L.; TALAMANTES, F,;
ROBERTSON, M.; FRIESEN, H.G.; SORENSON, R.L. Effect of homologous placental
lactogens, prolactins, and growth hormones on islet B-cell division and insulin secretion
in rat, mouse, and human islets: implication for placental lactogen regulation of islet
function during pregnancy. Endocrinology, v. 132-2, p. 879-887, 1993.
CONTRERAS, P. A.; MANSTON, R.; SAMSON, B. F. Calcium homeostasis in
hypomagnesaemic cattle. Research in Veterinary Science, v 33, p. 10-16, 1982.
DEFRONZO, R.A.; GOLDBERG, M.; AGUS, Z.S. The effects of glucose and insulin on
renal electrolyte transport. Journal of Clinical Investigation, v. 58, p. 83-90, 1976.
DEGARIS, P. J.; LEAN, I. J. Milk fever in dairy cows: A review of pathophysiology and
control principles. The Veterinary Journal, v. 176, p. 58-69, 2008.



364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394

43

GELONEZE, B.; TAMBASCIA, M. A. Avaliacdo Laboratorial e Diagnéstico da
Resisténcia Insulinica. Arquivo Brasileiro de Endocrinologia e Metabologia, v. 50,
p.208-215, 2006.

GOFF, J. P. Macromineral physiology and application to the feeding of the dairy cow for
prevention of milk fever and other periparturient mineral disorders. Animal Feed
Science and Technology, v.126, p 237-257, 2006.

HAUNER, H. Nutrition and metabolic syndrome. Internist (Berl), v. 36, p. 1040-1045,
1995.

GOFF, J.P. Pathophysiology of calcium and phosphorus disorders. The Veterinary
Clinics of North America: Food Animal Practice, v. 16, p. 319-337, 2000.

HARTER, M.; BALARAC, N.; POURCHER, P.H.; KOSLOWSKI, J.M.; KREBS,
B.;RAMAIOLLI, A. Diabetic retinopathy and prolactin. Lancet, ii, 961, 1976.

HUSTED, S.M.; NIELSEN, M. O.; BLACHE, D.; INGVARTSEN, K. L. Glucose
homeostasis and metabolic adaptation in the pregnant and lactating sheep are affected
by the level of nutrition previously provided during her late fetal life. Domestical Animal
Endocrinology, v. 34, p. 419-431, 2008.

INGVARTSEN, K.L.; ANDERSEN, J, B. Integration of metabolism and intake regulation:
a review focusing on periparturient animals. Journal Dairy Science, v. 83, p. 1573-
1597, 2000.

JAWERBAUM, A.; WHITE, V. Animal models in diabetes and pregnancy. Endocrine
Reviews, v. 31, p. 680-701, 2010.

KAHN CR. Insulin resistance, insulin sensitivity, and insulin unresponsiveness a
necessary distintion. Metabolism, v.27. p.1893-1902, 1978.

KAWAGUCHI, T.; TAKEYASU, A.; MATSUNOBU, K.; UDA, T.; ISHIZAWA, M.; SUZUKI,
K.; NISHIURA, T.; ISHIKAWA, M.; TANIGUCHI, N. Stimulation of Mn-superoxide
dismutase expression by tumor necrosis factor-alpha: quantitative determination of Mn-
SOD protein levels in TNF-resistant and sensitive cells by ELISA. Biochemical
Biophysical Research Communications, v. 171, p. 1378-1386, 1990.

LEE, C.T.; LIEN, Y. H. H.; LAl, L. W.; CHEN, J. B.; LIN, C. R.; CHEN, H. C. Increased
renal calcium and magnesium transporter abundance in streptozotocin-induced diabetes
mellitus. Kidney International, v. 69, p. 1786-1791, 2006.



395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424

44

LITTELL R. C.; HENRY P. R.; AMMERMAN C. B. Statistical analysis of repeated
measures data using SAS procedures. Journal of Animal Science, v. 76, p. 1216-
1231, 1998.

LOSTROH, A.J; KRAHL, M. E. Insulin action. Accumulation in vitro of Mg®* and K" in rat
uterus: ion pump activity. Biochimical Biophysical Acta, v. 291, p. 260-268, 1973.
MASON, T. M.; GOH, T.; TCHIPASHVILI, V.; SANDHU, H.; GUPTA, N.; LEWIS, G. F,;
GIACCA, A. Prolonged elevation of plasma free fatty acids desensitizes the insulin
secretory response to glucose in vivo in rats. Diabetes, v. 48, p. 524-530, 1999.
MCNAIR, P.; CHRISTIANSEN, C.; MADSBAD, S.; LAURITZEN, E.; FABER, O,
BINDER, C.; TRANSBOL, I. Hypomagnesemia, a risk factor in diabetic retinopathy.
Diabetes, v. 27, p. 1075-1077,1978.

MELENDEZ, P.; MARIN, M. P.; ROBLES, J.; RIOS, C.; DUCHENS, M.; ARCHBALD, L.
Relationship between serum nonesterified fatty acids at calving and the incidence of
periparturient diseases in Holstein dairy cows. Theriogenology, v. 72, p. 826-833,
20009.

MULLIGAN, F.J., O'GRADY, L.; RICE, D. A.; DOHERTY, M. L. A herd health approach
to dairy cow nutrition and production diseases of the transition cow. Animal
Reproduction Science, v. 96, p. 331-353, 2006.

NIKOLAJCZYK, B.S.; JAGANNATHAN-BOGDAN, M.; SHIN, H.; GYURKO, R. State of
the union between metabolism and the immune system in type 2 diabetes. Genes
Immunology, 2011.

OIKAWA, S.; OETZEL, G. R. Decreased insulin response in dairy cows following a four-
day fast to induce hepatic lipidosis. Journal Dairy Science, v. 89, p. 2999-3005, 2006.
REGNAULT, T.R.; ODDY, H. V., NANCARROW, C.; SRISKANDARAJAH, N
SCARAMUZZI, R. J. Glucose-stimulated insulin response in pregnant sheep following
acute suppression of plasma non-esterified fatty acid concentrations. Reproductive
Biology and Endocrinology, v. 2, p. 64, 2004.

ROCHE, J.R.; FRIGGENS, N. C.; KAY, J. K.; FISHER, M. W.; STAFFORD, K. J,;
BERRY, D. P. Invited review: Body condition score and its association with dairy cow

productivity, health, and welfare. Journal Dairy Science, v. 92, p. 5769-5801, 2009.



425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438

45

ROEDER, B. L.; SU, C. L.; SCHAALJE, G. B. Acute effects of intravenously
administered hipertonic saline solution on transruminal rehydration in dairy cows.
American Journal of Veterinary Research, v. 58, n. 5, p. 549-554, 1997.

SAMPSON, B. F.; MANSTON, R.; VAGG, M. J. Magnesium and milk fever. Veterinary
Record, v. 112, p. 447-449, 1983.

SCHLUMBOHM, C.; HARMEYER, J. Hypocalcemia reduces endogenous glucose
production in hyperketonemic sheep. Jornal Dairy Science, v. 86, p. 1953-1962, 2003.
SCHMITT, E. Influéncia da hipocalcemia subclinica no metabolismo energético de
ruminantes. 2009. 77f. Tese (Doutorado) - Programa de POs-Graduagcdo em
Veterinéria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Tabeledo, V. C.; Goulart M. A.; Schwegler E.; Weiser M. A.; Moura S. V.; Silva V. M,;
Pereira V. S.; Del Pino F. A. B.; Corréa M. N. Ruminal and metabolic evaluation of
bovines maintained in semi-confinement system. Archivos Zootecnia, v. 57, p. 147-
154, 2008.



439
440

441
442
443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

46

Tabela 1 — Composicao dos Ingredientes da dieta pré e pés-parto disponiveis para as

vacas leiteiras diariamente.

Ingredientes

Pré-parto (kg)

Pd6s-parto (KQ)

Pastagem Nativa
Sorgo Forrageiro
Farelo de trigo
Farelo de Soja
Farelo de Arroz
Milho

Sorgo

Suplemento mineral
Uréia

Bicarbonato
Calcéario C

Sal Comum branco

Gordura protegida

A vontade
0,50
1,00
0,68
1,05
1,05
0,40

A vontade
1,50
2,40
2,88
3,00
2,13
0,11
0,09
0,19
0,19
0,002
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461
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463

464

465

160

140

120

100 -

80

60

Excrec¢ao fracionada de Ca urinario (%)

40

20

Valores de P:
Grupo:0,01
3>1e2(0,01)
Coleta: <0,83
Grupo*coleta: 0,76

47

Valores de P:
Grupo:0,07
3>1(0,02)
Coleta: <0,01
Grupo*coleta: 0,97

—e— Grupo Sensivel (GS)
---0--- Grupo Intermediario (Gl)
—a— Grupo Resistente (GR)

Dias do parto

Figura 1. Excrecao fracionada de Calcio dos grupos sensivel a insulina (GS), grupo

intermediario (Gl) e grupo resistente a insulina (GR) durante todo o periodo

experimental pela categorizacdo da area sobre a curva (AUC) pré-parto.
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10 . Valores de P: Valores de P:
Grupo:0,01 Grupo:0,01
3>1e2 3>1e=2
Coleta: <0,71 Coleta: 0,03
Grupo*coleta: 0,94 Grupo*coleta: 0,95

—e—Grupo Sensivel (GS)
---0--- Grupo Intermediario (Gl)
—a— Grupo Resistente (GR)

Concentragao sanguinea de Ca (mg/dl)

466 Dias do parto

467 Figura 2: Concentracdo sanguinea de Célcio dos grupos sensivel a insulina (GS),

Y

468 grupo intermediario (Gl) e grupo resistente a insulina (GR) durante todo o periodo
469  experimental pela categorizagcdo da area sobre a curva (AUC) pés-parto.

470

471



4 Concluséo Geral

Nas condi¢coes estudadas, em vacas leiteiras mantidas em sistema semi-
extensivo de mediana producéo foi observado que ha marcadores preditivos de mastite
ja no pré-parto, como previamente comprovado por outros autores em sistemas mais
intensificados de maiores exigéncias para o animal. O marcador em destaque foi o
NEFA, sendo que o0 mesmo no segundo estudo se apresentou de forma mais elevada
nas vacas leiteiras pluriparas com menor taxa de metabolizacdo de glicose no pré-
parto, enfatizando a relevancia deste marcador também na resisténcia a insulina. Outro
achado de extrema importancia que ja € comprovado em humanos foi a maior excrecao
de célcio urinario pela técnica de excrecdo fracionada, em vacas leiteiras pluriparas
com menor taxa de metabolizacdo de glicose no pré-parto, demonstrando que pode
estar relacionado com a hipocalcemia clinica e subclinica no pés-parto em vacas

leiteiras.
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