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Resumo

O periodo de transi¢do é um periodo critico para a vaca de leite e uma das razfes € o
teste aos mecanismos de homeostasia dos niveis de calcio, que tém de competir com a
necessidade de célcio para a lactacdo, nomeadamente o colostro, rico em calcio. Estas
alteragBes nos niveis de célcio tém também consequéncias fisioldgicas e clinicas, levando a
enormes perdas economicas.

Como prevencdo existem varios protocolos utilizados, o protocolo avaliado neste
estudo foi a administracdo peri-parto de dois bolus de célcio oral Bovikalc®.

O objetivo do estudo era determinar o efeito da administracdo de calcio oral ap6s o
parto nos valores seroldgicos de calcio medindo-os, sendo as amostras recolhidas logo apds o
parto e passadas 24 horas, de forma a verificar a concordancia com os valores estipulados na
bibliografia. Correlacionar também esses valores com a ocorréncia de outras alteragbes como
alteracfes na média de producdo, cetose, metrite e mastite de forma a avaliar a sua influéncia,
comparando-0s com a bibliografia existente e entre 0s dois grupos.

A populacdo (n=41) em estudo provinha de uma exploracdo no Ribatejo, ocorrendo no
periodo de 16 de junho de 2015 a 31 de outubro de 2015. Foram divididos em dois grupos o
grupo de controlo (n=21), na qual as amostras foram recolhidas logo apds o parto e passadas
24 horas e foi apenas administrado um frasco de 500 ml intravenoso de célcio imediatamente
apos o parto, depois da colheita da primeira amostra, protocolo aplicado na exploracdo. No
grupo de tratamento (n=20) as amostras foram recolhidas também logo ap6s o parto e
passadas 24 horas, mas foi administrado ap6s a primeira colheita de amostra um frasco de 500
ml de célcio intravenoso e dois bolus de calcio oral Bovikalc®.

Devido ao tamanho da amostra ndo foi possivel obter conclusbes quanto a diferenca
entre grupos, embora tenha sido possivel verificar que no grupo de controlo, ocorreu uma
descida acentuada dos niveis de célcio ao contrario do grupo de tratamento, a média dos
valores de célcio observados no grupo de tratamento desceram de 6,66 mg/dL na primeira
amostra para 6,63 mg/dL na segunda amostra, ja no de controlo desceu de 7,07 mg/dL na
primeira amostra para 6,62 mg/dL na segunda amostra. Foi também possivel ter uma ideia do
panorama atual da exploracdo no que respeita os niveis de calcio. Relativamente as alteracfes
secundarias consequentes dos niveis baixos de calcio, ndo foi possivel a comparacdo entre
grupos, devido a pouca diferenca existente entre os niveis de célcio dos mesmos e ao tamanho

da amostra, sendo também apenas possivel analisar a situacao atual da exploracdo, em que se



observou hipocalcémia clinica em 7,3%, mastite em 51,2%, metrite em 12,2% e cetose em
4,9% das vacas em estudo. Encontrando-se os casos de metrite e cetose abaixo dos valores

estipulados, ao contrério dos casos de hipocalcémia clinica e mastite.

Palavras-chave: Célcio, Periodo de Transicdo, Hipocalcémia, Vacas de leite.



Abstract

The transition period it’s a critical period for the dairy cow, and one of the reasons is
the test to their calcium level homeostatic mechanisms, that have to compete with the
necessity of calcium for the lactation, namely the colostrum, which is rich in calcium.

These changes in calcium levels also have physiological and clinical consequences,
leading to huge economic losses.

For prevention, there are many protocols used, the protocol used in this study was the
administration peripartum of two bolus of oral calcium Bovikalc®.

The objective of this study was to determine the effect of the oral calcium
administration after parturition in the serological values, measuring them, collected soon after
parturition and 24 hours after and verifying their concordance with the values stipulated by
the literature. Also correlate those values with the occurrence of other changes, as changes in
mean production, ketosis, metritis and mastitis, evaluating their influence, comparing them
with the existing literature and between the two groups.

The population (n=41) in study came from a dairy in Ribatejo, during the period
between June 16™ and October 31" of 2015. They were divided in two groups, the control
group (n=21), in which the samples were collected soon after parturition and another one 24
hours past that, but soon after the first sample was collected it was administered a bottle of
500ml of intravenous calcium. In the study group (n=20) the samples were also collected soon
after parturition and after 24 hours, but it was administered a bottle of 500 ml of intravenous
calcium and two bolus of oral calcium Bovikalc® soon after the first sample was collected.

Due to the sample size it wasn’t possible to draw conclusions as to the difference
between the two groups, although it was possible to verify that in the control group there was
a sharp drop in calcium levels, unlike the study group, the observed mean of the calcium
values in the study group fell from 6,66 mg/dL in the first sample to 6,63 mg/dL in the second
sample, in the control group they fell from 7,07 mg/dL in the first sample to 6,62 mg/dL in
the second sample. It was also possible to get an idea of the current state of the dairy, as
regards the calcium levels. Relatively to the secondary alterations due to the low levels of
calcium, it wasn’t possible to compare the two groups, due to the size of the sample and the
few variations between groups, it was also only possible to analyse the current state of the
dairy.

Keywords: Calcium, Transition Period, Hypocalcaemia, Dairy cows.
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Introducao

Este estudo desenvolveu-se numa exploracdo de leite situada no Ribatejo, no ano
letivo 2015/2016, com o titulo «Efeito da suplementacdo de Calcio oral no pds-parto como
método de prevencdo de hipocalcémiax.

A necessidade de célcio (Ca) pela vaca é maior logo ap6s o parto em que para a
producdo de colostro e posteriormente de leite, sdo necessarias grandes quantidades. Caso 0s
mecanismos de homeostasia do calcio ndo consigam manter os niveis de Ca deparamo-nos
com hipocalcémia, que poderd ser clinica, e conduzir a sindrome da vaca caida (Goff, 2014).

A opcédo do tema surgiu pela existéncia de um numero elevado de vacas caidas na
exploracdo, indicativo de que o protocolo aplicado, que consistia na administracdo de 500 mL
de Ca endovenoso logo apds o parto, ndo estava a resultar. Seguiu-se alguma pesquisa
bibliogréafica e encontramos uma das formas mais apoiadas de suportar os niveis de célcio da
vaca apds o parto, nomeadamente a administracdo de célcio oral, chegando desta forma a
questdo de investigacdo deste estudo: Qual o efeito da administracdo oral de célcio, logo apds
0 parto, nos niveis séricos de calcio?

Para responder a nossa questdo de investigacdo decidimos desenvolver um estudo, que
incluiu 41 vacas divididas em dois grupos: um de controlo (n=21) e o grupo de tratamento
(n=20).

Deste modo decidimos avaliar primeiro o efeito da administracdo oral de Ca, logo
apos o parto, nos niveis séricos de Ca e em seguida avaliar a relagdo dos niveis de Ca com a
ocorréncia de hipocalcémia clinica, assim como de afecBes no pos-parto dependentes desses
mesmos niveis.

Estas alteracbes nos niveis de Ca tém consequéncias fisioldgicas, como
imunossupressao exacerbada e reducdo da contragdo do musculo-esquelético e liso, afetam a
funcdo gastrointestinal e a fertilidade, tendo também consequéncias clinicas, incluindo a
distocia, prolapso uterino, retencdo de placenta, endometrite e mastite sendo dificil encontrar
outro fator que esteja associado a tantas complicagcdes veterinarias como a hipocalcémia
(Mulligan, Rice, & Doherty, 2006).

Caso ndo sejam tomadas medidas preventivas, o risco do animal ser removido da
exploracdo, assim como o risco de ocorréncia de complicagdes derivadas da hipocalcémia sdo

altos, razBes que tornam importantissima a aplica¢do de um protocolo preventivo.
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A pertinéncia deste estudo reside no facto da incidéncia entre exploraces variar
muito, o que é indicativo do potencial de ser manipulada (DeGaris & Lean, 2008),
nomeadamente pela aplicagédo de um programa preventivo que consista na administracdo de
calcio oral (Thilsing-Hansen, Jargensen, & @stergaard, 2002). Este trabalho é um passo no
sentido de encontrar protocolos alternativos, especificamente ao avaliar o efeito da

administracdo de calcio oral apds o parto.
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Capitulo | — Relatorio do Estagio
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O estagio curricular foi realizado na Agropecuaria Afonso Paisana Lda., que se trata
de uma exploracdo leiteira com cerca de 220 vacas a ordenha, localizada na Herdade dos
Coelhos nos Foros de Salvaterra. Este decorreu de 1 de setembro de 2015 a 1 de marco de
2016 e contou com a orientacdo do Dr. Jodo Paisana. O horério realizado foi, normalmente,
das 8h30m as 18h30m, com intervalo para almogo, visto sé terminar quando todas as tarefas
eram finalizadas, de forma a estar presente e participar em todas as tarefas e funcdes de um
medico veterindrio numa vacaria de leite.

O principal objetivo do estagio era ganhar competéncias de forma a conseguir realizar
uma gestdo autonoma da exploracdo, com a ajuda do programa de gestdo da vacaria
“DairyPlan”, tendo desta forma acesso a toda a informacao necessaria, incluindo os indices
reprodutivos e produtivos, planos sanitarios e gestdo do maneio reprodutivo, o que implicou
uma aprendizagem do funcionamento do programa, nomeadamente interpretacao e criacdo de
listas, competéncias estas também adquiridas. Para além de uma gestdo autonoma da
exploracdo todas as atividades que competem ao médico veterinario foram realizadas e

treinadas, nomeadamente:

O controlo reprodutivo - Este inclui a detecdo de cios, através da atividade medida
pelo podémetro e marcagdo da base da cauda com tinta, técnica de inseminagéo e
diagnostico de gestacdo em diferentes fases: aos 30 dias apds a inseminacdo com
recurso a ultrassonografia, aos 55 dias a confirmacdo da gestacdo e sexagem com
recurso também & ultrassonografia, aos 110 dias e finalmente na secagem e na
passagem para 0 pré-parto, a confirmacdo da manutencdo da gestacdo atraves da
palpacdo transrectal. Na secagem é também aplicado o Kexxtone® (Kexxtone®,

Elanco Animal Health, Hampshire, United Kingdom).
Resolucdo de partos distdcicos - Com utilizacdo, em alguns casos, de forceps.

Controlo pds-parto - No qual era avaliada a condicéo corporal, assim como medida a
temperatura. Mais tarde eram novamente avaliadas, procurando sinais de metrite e
medido o valor de B-hidroxibutirato sérico, de forma a avaliar o balango energético
negativo e consequente probabilidade de deslocamento de abomaso. Em caso de
positividade, era instituida terapéutica individual. Os resultados de todas as medicGes

sdo analisados mensalmente, para avaliar o BEN no grupo. E também administrado a
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todas as vacas com mais de uma gestacdo 500 mL de calcio endovenoso, logo apds o

parto.

Plano vacinal aplicado — Na passagem para o pré-parto vindo do grupo das secas, as
vacas eram vacinadas com Rotavec Corona (Rotavec® Corona, MSD Animal Health,
Porto Salvo, Paco de Arcos), de forma a prevenir diarreias nos vitelos, enquanto secas
eram também vacinadas com Clostrivax (Clostrivax®, UNIVETE, S.A, Lisboa) e 0s
vitelos nos primeiros dias de vida eram vacinados com Rispoval intranasal (Rispoval
Rs+PI3 IntraNasal®, Zoetis, Porto Salvo, Lagoas Park) para prevenir pneumonias. Ao
longo do estagio, as duas primeiras vacina¢des foram descontinuadas.

Descorna — Realizada com a administracdo de anestesia local para a correta

insensibilizacdo da zona, corte com fio serra e hemostase;

Diagnostico e tratamento - Casos clinicos que surgiram como vacas caidas, através
da administracdo de célcio intravenoso e oral, de vacas com niveis de cetose altos
através da administragdo de propilenoglicol e glucose endovenosa, de vacas com
mastites nas quais eram administrados antibioticos intramamarios e metrites nas quais

eram administrados antibiéticos sistémicos;

Saneamento - Corte do pelo nas zonas de aplicacdo das tuberculinas, medi¢do da
espessura da pele, aplicacdo das tuberculinas e medicéo passados 3 dias das mesmas

zonas de forma a avaliar a reacao.

Relativamente aos vitelos, existia em pratica um protocolo de administracdo de

colostro no qual a sua densidade era avaliada usando a escala Brix e no caso de ser superior a

22, eram administrados, o mais rapidamente possivel, no minimo 4 litros, tornando isso uma

prioridade na vacaria. Posteriormente (passadas 24 horas) era feita a medigdo de solidos

séricos totais no sangue dos vitelos para aferir a transferéncia de imunidade. Realizacdo de

uma correta desinfecdo do umbigo de modo a prevenir onfaloflebites e infecfes ascendentes,

gestdo dos grupos de vitelos, desmame e tratamento de diarreias e pneumonias.

Segue abaixo a tabela 1.1 com a quantidade de intervencbes acima referidas

realizadas:
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Tema Acles NUmero

Nascimentos N® Partos 144
Controlo pés-parto 144
Ecografia 30 Dias 185
Ecografia 50 a 75 Dias 98
Controlo Sexagem 56
Reprodutivo Secagem 118
Kexxtone® 122
Pré-parto 143
Calcio 87
Glucose 74

Tratamentos Pneumonia

Metrite
Mastite 17
Clostrivax® 158
Plano de .

Vacinagao Rispoval® 91
Rotavec Corona® 89
Saneamento 351
Colostro 148
Vitelos Pneumonia 17
Diarreia 10

Tabela 1.1 Numero de intervenges observadas e
realizadas no &mbito do estagio.
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Capitulo Il — Enquadramento Tedrico-Conceptual
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2.1 Contextualizacéo

“The transition from pregnant, nonlactating state to the nonpregnant, lactating state is too

often a disastrous experience for the cow.” (Goff & Horst, 1997, p.1260)

Os programas de melhoramento genético da vaca leiteira tém na sua maioria das
vezes 0 objetivo de melhorar a producdo leiteira, mas essa selecdo acarreta também
consequéncias a niveis fisiologicos, quer na fertilidade, controlo metabolico assim como na
imunidade (Butler, 2000).

A gravidez, a redugdo do consumo de alimento na fase final da gestacédo, o parto e a
lactogénese, tém efeitos dramaticos no metabolismo das vacas de leite no periodo de transi¢do
ou peri-parto, sendo este definido pelas trés semanas antes do parto até trés semanas apds o
parto (Grummer, 1995). A diminuicdo da ingestdo de matéria seca, agravada pela necessidade
crescente de nutrientes para a producédo de leite, juntando outras causas de ‘stress” associadas
ao parto, levam a que a maior parte das doencas infeciosas e desordens metabdlicas ocorram
durante este periodo. E também nesta fase em que a febre do leite, cetose, retencdo das
membranas fetais, metrites e deslocamento do abomaso ocorrem com mais frequéncia,
tornando este periodo critico para a satde, producao e rentabilidade da vaca (Drackley, 1999).

Trés fungdes basicas devem ser mantidas neste periodo de forma que a vaca se
mantenha saudavel: adaptacdo do ramen a dietas de lactacdo com alta densidade energética,
manutencdo da normocalcémia e manutencdo de um forte sistema imunitario (Goff & Horst,
1997).

2.2 Fisiologia do Célcio

“Q Caélcio € um mineral que desempenha um papel central na homeostasia dos animais
vertebrados, incluindo contracdo muscular, coagulacdo do sangue, atividade enzimatica,
excitabilidade neuronal, secre¢do hormonal e adeséo celular, para além de ser um componente

estrutural essencial do esqueleto.” (Rosol & Capen, 1997, p.619)

O Ca é também um importante catido fisioloégico (EI-Samad, Goff, & Khammash,
2002), com duas principais fungdes: manter a integridade estrutural dos ossos e dos dentes e
como ido mensageiro ou ido regulador (Ebashi, 1985), utilizando o gradiente de concentragao

entre o fluido extracelular e o citoplasma, permitindo que o Ca funcione como um i&o
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sinalizador para ativar processos intracelulares (Rosol & Capen, 1997) como a libertacdo do
neurotransmissor acetilcolina na jungdo neuromuscular (Oetzel, 2011).

O inicio de cada lactagdo desafia a capacidade da vaca de manter a concentragao
normal de Ca no sangue (Oetzel, 2012). Devendo essa concentracdo na vaca adulta ser
mantida entre 8,5 e 10,0 mg/dL (2,1 e 2,5 mmol/L) (Goff, 2014). O nadir na concentracdo de

Ca no sangue ocorre passadas doze a vinte e quatro horas ap6s o parto (Goff, 2014).

2.2.1 Formas de Calcio

O Ca no sangue encontra-se distribuido da seguinte forma: 50% ligado a proteinas
como a albumina, 42% a 48% do Ca existe sobre a forma ionizada, sendo que em condicdes
acidicas se encontra mais perto dos 48% e em alcalinas dos 42% e finalmente os 3% a 7% do
Ca do sangue encontram-se ligados a anides sollveis como o citrato, fosfato, bicarbonato e
sulfato. O Ca ionizado (Cai) é a porcédo biologicamente ativa de Ca no sangue (Goff, 2014).

Numa vaca de 600 kg existem 3,0 a 3,5 g de Ca no plasma, 8 a 9 g em todos os
fluidos extracelulares (fora do 0sso), no esqueleto encontram-se cerca de 7,8 a 8,5 kg de Ca,

jano interior de todas as células do corpo se encontra apenas 1 g (Goff, 2014).

2.2.2 Hipocalcémia

“Quase todas as vacas experienciam algum grau de hipocalcémia, sendo que a sua
severidade e duracdo dependem da integridade dos seus mecanismos de homeostasia do
calcio.” (Goff, 2014, p.359)

Caso a concentracao normal de Ca no sangue ndo consiga ser mantida deparamo-nos
com hipocalcémia, podendo esta ser subclinica, quando ndo apresentam sinais clinicos e a
concentracdo de Ca no sangue se mantém entre 5,5 e 8,0 mg/dL (1,38 e 2,0 mmol/L) (Goff,
2014), afetando aproximadamente 50% das vacas com mais do que uma lactacdo (Reinhardt,
Lippolis, McCluskey, Goff & Horst, 2011) ou clinica (paresia puerperalis ou febre do leite)
tratando-se neste caso de uma afecdo ndo febril que ocorre quando existe uma deficiéncia
aguda de Ca, normalmente abaixo dos 5,5 mg/dL, causando uma disfuncdo neuromuscular
com paralisia flacida, colapso circulatério e depressao da consciéncia (Oetzel & Goff, citado
por Mendelez, 2008) (Figura 2.1).
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A homeostasia do Ca é regulada pela calcitonina, que diminui a concentracdo de Ca
no sangue, ao contrario da hormona paratiroide (HPT) e 1,25-dihidroxyvitamina D3 (1,25-D3)

que por sua vez aumentam a concentracdo de Ca no sangue (DeGaris & Lean, 2008).
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Figura 2. 1 Figura adaptada de Oetzel, 2013. Concentracao total de Ca no
plasma antes e apds o parto.

2.2.3 Mecanismos de controlo dos niveis de calcio em Hipocalcémia

2.2.3.1 Papel da Hormona da Paratiroide (HPT)

As glandulas Paratiroides controlam primariamente a homeostasia do Ca, sempre que
concentracdes de Cai no fluido extracelular descem abaixo da concentra¢do necessaria para
manter ocupados todos os recetores sensitivos de Ca presentes na superficie das células da
paratiroide e nos tabulos renais (Hendy & Canaff, 2015), é secretada HPT em grandes
guantidades (Brown, 2007). Os recetores sensitivos de Ca estdo também envolvidos na
resposta a citoquinas pré-inflamatorias libertadas, como parte da resposta imune inata a lesao
de tecido e inflamacgéo (Hendy & Canaff, 2015).

A HPT é um 84 Aminoéacido Peptido que se liga a recetores na superficie dos seus
tecidos-alvo. As primeiras células alvo séo os osteoblastos, os ostedcitos do 0sso e as células
epiteliais tubulares renais(Goff, 2014).

O recetor da HPT € uma proteina transmembranar com uma porgdo que se estende
para o exterior da célula mais concretamente para 0 meio extracelular onde a HPT se vai ligar
especificamente, existindo também uma porcdo interior que por sua vez se estende para o

interior da célula, esta encontra-se por sua vez ligada a Proteinas G com as unidades a,f e 7.

22



A proteina G-a tem uma molécula de Guanosina Difosfato (GDP) ligada. Quando a HPT se
liga ao recetor, este altera a sua estrutura terciaria, levando também a uma alteracao da forma
de G-o assim como a troca da GDP por Mg++Guanosina Trifosfato (GTP). Ao ligar-se
Mg++Adenosina Trifosfato (ATP) altera novamente a conformagéo de G-a provocando a sua
dissociacdo do recetor da HPT. Em seguida forma um complexo com Adenilil ciclase que se
localiza na membrana celular adjacente, este complexo consegue por fim converter
MG++ATP em Adenosina Monofosfato (AMP) ciclico. O AMP ciclico serve como
mensageiro secundario para estimular a proteina kinase e outras vias de forma a retomar o0s
niveis normais de Ca extracelular (Goff, 2014).

A libertacdo de HPT ird aumentar diretamente os niveis de Ca por trés vias, pelo
aumento da reabsorcdo renal de Ca, através da reabsorcdo do Ca dos 0ssos por parte dos
osteoclastos e finalmente pela acdo dos ostedcitos que realizam a oste6lise dos 0ssos (Figura
2.2).

Hormona Paratiroide

Rim

‘C 25-OH vit D
1,25(0H),D
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d 1 1 Fluido
los osteoclastos i i : Transporte Transporte
1~9-15 | Passivo Ca Ativo Ca
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Pool Ca Extracelular ~11 g
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- v 1‘PTH
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Figura 2. 2 Esquema adaptado de Goff, 2014. Metabolismo do Célcio numa
vaca leiteira de 600kg no inicio de lactagdo. O efeito da HPT na
homeostasia do Calcio.

2.2.3.1.1 Reabsorc¢do Renal de célcio

“Os rins absorvem aproximadamente quarenta vezes mais calcio do que o absorvido
pelo trato intestinal, devido ao alto fluxo de sangue e ultrafiltragdo no glomérulo.”
(Rosol, Chew, Nagode, & Capen, 1995, p.53)
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Os rins reabsorvem normalmente 98% ou mais do Ca filtrado. Este alto grau de
reabsorcéo é importante para a manutencéo do balanco de Ca no corpo, mas permite também,
se necessario, a excrecdo de grandes quantidades de Ca na urina (Rouse & Suki, 1990).

A maior parte do Ca que pode ser filtrado (ionizado e em complexo) entra no filtrado
glomerular por conveccdo sendo depois reabsorvido nos tabulos renais. Desse Ca filtrado
70% ¢é absorvido de forma ndo regulada nos tabulos contornados proximais por difusdo e
convecgdo, ja na porcdo ascendente da ansa de Henle sdo absorvidos 20%. Grande parte da
reabsorcdo do Ca filtrado da-se de forma passiva, ocorrendo também de forma ativa através
da estimulacdo do local da ativacdo da regulacdo da reabsorcdo do Ca, nos tubulos
contornados distais que reabsorvem 10% do Ca filtrado, sendo este mecanismo estimulado
pela HPT (Rouse & Suki, 1990) (Figura 2.3).

Em vacas alimentadas com dietas com alta diferenga catido-anido na dieta (DCAD),
a excrecdo de Ca pela urina € menos de 0,5 g de Ca por dia. Numa perturbacéo leve no Ca
sérico, a reducdo da perda de Ca pela urina é suficiente para trazer o Ca para valores normais.
Ja na lactacdo a vaca perde 20 a 30 g de Ca no colostro por dia, ndo sendo suficiente essa
reducdo, vendo-se assim obrigada, com o objetivo de prevenir a hipocalcémia, a retirar Ca do
0SS0 e aumentar a absorgéo de Ca intestinal (Goff, 2014).
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Figura 2. 3 Figura adaptada de Rosol, 1995. Zonas de reabsor¢éo de
Ca no nefrénio.

2.2.3.1.2 Reabsorgao 6ssea de calcio pelos osteoclastos

Leva normalmente vérios dias até que a reabsor¢do Ossea dos osteoclastos se torne
totalmente ativa (Goff, Littledike, & Horst, 1986).
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A maioria do Ca encontrado no esqueleto (> 99%) encontra-se sobre a forma de
cristais de hidroxyapatite (Caio(POa4)s(OH)2) ligados a matriz de colagénio. O Ca presente nos
cristais s6 consegue ser mobilizado pelos osteoclastos através da secrecdo de enzimas e acido
para digerir a matriz de colagénio que os envolve, libertando assim o Ca e 0 PO42, que voltam
para o sangue (Goff, 2014).

Os Osteoclastos, que estdo relacionados com os macréfagos e mondcitos, ndo tém
recetores para a HPT, estes encontram-se nos osteoblastos que secretam por sua vez fatores
como o ativador do recetor do fator nuclear kf ligante e o fator estimulante da colonia de
macrofagos (M-CSF) (Hoorn & Zietse, 2013). Estes fatores fazem com que os osteoclastos
existentes comecem a reabsorver colagénio e levam também a diferenciacdo das células

progenitoras de osteoclastos tornando-os em novos osteoclastos (Goff et al., 1986).

2.2.3.1.3 Ostedlise osteocitica do calcio dos 0ssos

“Em muito menos quantidade, mas critica, é a quantidade de célcio que se encontra
em solucdo presente nas lacunas em torno dos ostedcitos e do sistema de canaliculos no 0sso0.”
(Goff, 2014, p.363)

Os osteocitos sdo células em forma de aranha presentes no interior da matriz
mineralizada do o0sso. Estes providenciam uma rede celular no osso estando ligadas por
extensdes protoplasmaticas, que com ‘gap junctions’ presentes no topo destas extensdes
possibilitam a sua comunicacdo. Estas células sdo consideradas arquitetas na remodelacédo do
0ss0, regulando a atividade dos osteoblastos e osteoclastos, para além da sua relacdo com a
regulacdo da reabsorcédo de fosfato renal (Teti & Zallone, 2009).

Todos juntos, os ostedcitos formam uma superficie celular estimada cem vezes maior
que a superficie trabecular do 0sso, o espaco detetavel presente entre a superficie de 0sso
mineralizado e a superficie de ostedcitos contém matriz extracelular ndo mineralizada,
proteinas ndo colagénias presentes nas zonas de contacto do osso e fluido do osso e
proteoglicanos. Esta matriz facilita a formacdo de fluidos do o0sso e a regulacdo da atividade
dos ostedcitos. O fosfato de Ca é dos sais de Ca mais abundante no 0sso, sendo pouco soltvel,
para isso as proteinas ndo colagénias, tém a capacidade de se ligar a ides de Ca, aumentando
assim a sua solubilidade, este processo pode ser revertido (Teti & Zallone, 2009).

Este compartimento de fluido de osso esta separado, mas em equilibrio com os

fluidos extracelulares, tendo 9g de Ca em estado de alcalose metabdlica e 15g em acidose
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metabolica. A resposta dos ostedcitos a HPT € feita em minutos, enviando Ca do fluido do

0sso para o fluido extracelular (Goff, 2014).

2.2.3.1.4 Absorc&o de calcio na dieta

Em ultimo lugar, para evitar a hipocalcémia a vaca pode usar o Ca da dieta, para isso
0 Ca, como todos os minerais, tem de estar em solucdo para atravessar o trato intestinal e
entrar no sangue (Goff, 2014).

Os &cidos do abomaso solubilizam grande parte do Ca inorgénico, apesar de grande
parte do Ca das forragens estar ligado a materiais organicos, ndo estando desta forma
disponiveis para a vaca (Goff, 2014).

Cerca de 90% do Ca é absorvido no intestino delgado, este Ca sollvel pode
atravessar o epitélio gastrointestinal por dois mecanismos: absorcdo transcelular intestinal
dependente de vitamina D, ocorrendo maioritariamente no duodeno e absorcdo paracelular
intestinal de Ca, que por sua vez ocorre por todo o intestino delgado. A quantidade de Ca
absorvido no intestino grosso e cdlon é muito pequena ndo ultrapassando os 10% do total
absorvido (Bronner, 2009).

E a quantidade de tempo que 0 quimo esta nos diferentes segmentos de intestino
delgado que determina a quantidade de Ca que vai ser absorvido em cada segmento,
encontrando-se apenas alguns minutos no duodeno e na segunda metade do intestino delgado
mais de duas horas (Bronner, 2009).

A percentagem da absorcdo intestinal é indiretamente proporcional a quantidade
presente na dieta. Em dietas pobres em Ca a absor¢do vai até aos 95%, ja em dietas ricas em
Ca a absorcéo fica pelos 40%. Contudo as dietas ricas em Ca aumentam a sua concentracao
sérica devido a absorcdo paracelular, ja nas dietas pobres essa concentracdo mantém-se

normal devido a compensacdo da HPT (Rosol et al., 1995).

2.2.3.1.5 Vitamina D

Para a correta compreensdo de que forma se da a absorcdo transcelular intestinal
temos primeiro de falar da vitamina D, mais concretamente a sua forma hormonal 1,25-

dihidroxivitamina D (1,25[OH].D) indispensavel para o processo.
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A vitamina D ¢ sintetizada na pele da vaca através da irradiacdo de raios B
ultravioleta do sol ou administrada na dieta, sendo apenas um percursor da hormona
1,25(0OH).D. Ao entrar na corrente sanguinea a vitamina D é extraida do sangue pelo figado,
onde é hidroxilada no carbono 25 formando 25-OH vitamina D, sendo sob esta forma
novamente libertada para a corrente sanguinea. Esta é a forma mais comum de vitamina D no
sangue e é esta a forma pela qual se avalia os niveis de vitamina D. Por sua vez a 25-OH
vitamina D vai para os rins, nos quais se ocorrer a estimulacdo com HPT esta é convertida na
hormona 1,25(0OH).D pela enzima 1 a-hidrolase. Em seguida o rim secreta a hormona para a
corrente sanguinea com destino ao intestino (Goff, 2014).

A 1,25(0H)2D é uma hormona esteroide que se difunde nas células-alvo e interage
com o seu recetor, recetor de vitamina D (RVD), localizado no nucleo da célula. Este recetor
encontra-se em todas as células epiteliais do trato gastrointestinal, onde comeca a transcricéo
e translacdo dos genes necessarios para ativar o transporte ativo do Ca da dieta pelas células
epiteliais (Goff, 2014).

A hormona 1,25(0OH);D estd também relacionada com a prote¢cdo da mucosa

intestinal, assim como com a absorcdo intestinal de fosfato (Christakos, 2012).

2.2.3.1.6 Absorcéo transcelular intestinal dependente de vitamina D

Visto que as concentragOes de Cai intracelular sdo muito baixas, todas as dietas
contém Ca suficiente para garantir que a concentracdo de Ca no limen do intestino excede a
do interior das células intestinais. Esta diferenca na concentracdo cria um gradiente
eletromagnético que levaria o Ca entrar pela membrana apical, mas para isso esta teria de ser
permeavel (Goff, 2014).

O movimento do Ca através do enterdcito envolve trés passos: 1) inicia-se com a
entrada via dois canais de Ca, um dos quais ¢ o ‘transiente receptor potential cation channel
subfamily V’ (TRPV6) sendo a producéo desta proteina estimulada pela 1,25(0OH).D; 2) a isto
segue-se a difusdo intracelular, com a ajuda da molécula de transporte calbindina Dek, também
dependente da vitamina D a qual o Ca se liga, levando-a para a membrana basolateral; 3)
finalmente da-se a extrusdo, mediada maioritariamente pela Ca-ATPase, a terceira proteina
mediada pela vitamina D, que bombeia o0 Ca para a corrente sanguinea (Bronner, 2009; Goff,
2014) (Figura 2.4).

27



S&0 necessarias estas trés proteinas para o transporte ativo de Ca, dependendo da
estimulagdo pela 1,25(OH).D, este processo requer tempo, demorando 48 horas apds o
aumento da 1,25(OH).D a total implementacdo do transporte ativo de Ca (Goff, 2014).

Outras hormonas como o estrogénio e prolactina aumentam o transporte intestinal
ativo de Ca, independentemente da vitamina D, estimulando o TRPV6. J& com a
administracdo de glucocorticoides assim como com o envelhecimento ocorre uma diminuicao
da absorcao de Ca intestinal, devido a diminuigdo da expressao do TRPV6 e da calbindina Dok
(Christakos, 2012).

Topo da vilusidade
Enterdcitos Maturos

RVD

Diferenciagdo

Células 5
estaminais da Ca=*-ATPase

RVD cripta

Figura 2. 4 Esquema adaptado de Martin-Tereso & Verstegen, 2011.
Regulaco da absorc¢éo gastrointestinal de Ca. Representagédo
esquematica do mecanismo de absorgdo transcelular intestinal. RVD
recetor de vitamina D; TRPV5/6, canais de entrada de Ca; CaBP-
D9k,calbindina intestinal.

2.2.3.1.7 Absorcao paracelular intestinal de calcio

Este € um segundo mecanismo de absorcdo de Ca mas independente da vitamina D.
Envolve o movimento do Ca do limen do intestino para os fluidos extracelulares entre as
células epiteliais, ocorrendo simplesmente devido ao gradiente de concentracdo, ou seja,
qguando a concentracdo de Cai na proximidade das ‘tight junctions’ entre as células epiteliais
excede significativamente a concentragdo do fluido extracelular (~1.25mM), o Ca atravessa as
‘tight junctions’ diretamente para o fluido extracelular e para o sangue. Esta via funciona por
todo o intestino, mais na porgdo distal, quando o Ca presente na dieta € alto ou adequado
(Christakos, 2012).
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2.3 Etiologia da Hipocalcémia

Conforme visto anteriormente o periodo de transi¢do € um periodo critico para a vaca
e uma das razdes é o teste aos mecanismos de homeostasia da vaca, que tém de competir com
a necessidade de Ca para a lactagcdo, nomeadamente o colostro, que sdo ricos em Ca.

O colostro ou o leite produzido nos primeiros dias de lactacao tém 1,7-2,3g e 1,19 de
Ca por kg respetivamente, retirando 20 a 30g de Ca do plasma e fluido extracelular por dia
(Goff, 2014), obrigando a vaca a ativar os seus mecanismos de homeostasia para repor o Ca
utilizado.

A homeostasia do Ca falha em algumas vacas ndo pela falta de producdo de HPT
(Mayer et al., 1969 citado por J. P. Goff, 2014), mas sim pela refracdo temporéaria dos tecidos-
alvo a estimulagdo com HPT (Goff, Reinhardt, & Horst, 1989).

Os niveis de Ca po6s-parto tem uma heritabilidade de 0,11 (Tveit, Svendsen, & Hove,
1991).

Foram identificados em diferentes estudos os fatores que interferem na homeostasia

do Ca, essas causas serdo descriminadas em seguida.

2.3.1 Fatores Metabolicos

2.3.1.1 Alcalose metabdlica

A alcalose metabdlica predispde a hipocalcémia clinica e subclinica, ao mitigar a
resposta da vaca a HPT (Goff et al., 1991), acredita-se agora que se deve a alteracdo da
conformacao (estrutura terciaria) do recetor da HPT, diminuindo desta forma a sensibilidade
dos tecidos (Goff, 2008)(Figura 1.5).

Ao falhar a resposta & HPT todos os mecanismos dela dependentes vao estar
comprometidos. Nomeadamente a oste6lise osteocitica, a reabsorcao dssea pelos osteoclastos,
ao nivel dos rins ocorre uma diminuicdo da reabsorcéo renal de Ca e uma falha na converséo
da 25-OH vitamina D em 1,25(OH).D impedindo o aumento da absorgédo intestinal de Ca
(Goff, 2008).

2.3.1.2 Hipomagnesiémia

“A hipomagnesiémia é um dos principais fatores de risco para a febre do leite.”

(Goff, 2008, p.50)

29



A manutencdo de uma concentracdo normal de magnésio (Mg) no plasma é quase
totalmente dependente de um fluxo constante de Mg da dieta, € absorvido no intestino
delgado em vitelos e com o crescimento a sua absor¢do passa a ocorrer no rimen e reticulo,
os fatores importantes para a sua absorgdo sdo a sua concentracdo na dieta e a integridade dos
seus mecanismos de transporte (Martens & Rayssiguier, 1980).

A hipomagnesiémia € a diminui¢do da concentracdo de Mg no sangue e ocorre
quando os valores se encontram abaixo dos 1,8 mg/dL (Goff, 2008).

Em humanos reconhece-se que a hipomagnesiémia pode causar hipocalcémia e que
sO a terapia com Mg recupera a concentracdo de Ca no sangue, nao respondendo a terapia de
Ca e/ou vitamina D (Rude, 1998).

A hipomagnesiémia, afeta 0 metabolismo do Ca por duas vias principais:

Reduzindo a sensibilidade dos tecidos a HPT (Rude, 1998), a integridade da
interacdo entre a HPT e o seu recetor é fundamental para a homeostasia do Ca e a
hipomagnesiémia, independentemente da alcalose metabodlica, pode interferir com a acdo da
HPT nos tecidos-alvo (Goff, 2008). A enzima adenilil ciclase tem um local de ligacdo para o
Mg e a auséncia de um ido de Mg ndo permitird que a adenilil ciclase converta Mg ATP em
AMP ciclico, nem que a fosfolipase C seja ativada, ndo sendo produzidos os mensageiros
secundarios diaciglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato (Goff, 2008). E evidente que o ATP e GTP
tém de se encontrar em complexo com um ido de Mg com o objetivo de estabilizar a sua
forma e permitir que encaixe nos locais cataliticos da maioria das enzimas (Goff, 2014). N&o
é claro se os niveis de Mg intracelular podem descer para valores que limitem todo o processo
(Goff, 2014).

Reduzindo a secrecdo de HPT, os recetores sensiveis a Ca nas células da glandula
paratiroide sdo proteinas-G, a deplecdo de Mg intracelular interfere com a habilidade da
proteina G-a interagir com a adenilil ciclase, impossibilitando assim a conversdo da Mg-ATP
em AMP ciclico, ndo sendo desta forma secretada HPT (Goff, 2014) (Figura 2.5). A
concentracdo de Mg no plasma tem de ser inferior a 1,4 mg/dL durante um certo periodo de
tempo para este blogueio na secrecdo ocorrer (Goff, 2014). Quando demonstram sinais
clinicos (tetania) indica que para além de existir uma concentracdo sanguinea de Mg entre 0,8
e 1,4 mg/dL, existe também um decréscimo na concentracdo de Ca no sangue abaixo dos
5mg/dL (Goff, 2014).
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A reducdo na producdo de HPT e a reducdo da sensibilidade a HPT vdo mais uma
vez levar a falha dos mecanismos HPT dependentes, anteriormente mencionados na alcalose

metabdlica, diminuindo a mobilizacdo do 0sso, absor¢éo intestinal e reabsorcéo renal do Ca.

ALCALOSE
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Figura 2. 5 Esquema de Goff, 2014. Acdo da HPT na membrana celular.
(A) Resposta normal. (B) Alteracéo da estrutura terciéria do recetor,
perdendo a afinidade & HPT (devido & alcalose). (C) A enzima adenilil
ciclase necessita de Mg como co-fator, em hipomagnesiémia nédo é
completamente ativado.

2.3.2 Outros Fatores

“A raga, idade e produgdo de leite sdo importantes fatores de risco para a hipocalcémia clinica
nas vacas de leite.” (Oetzel, 2011, p.239)

2.3.2.1 Idade

Existe uma correlacdo positiva entre a incidéncia de hipocalcémia e a idade (Sato et
al., 2013). As vacas mais velhas, principalmente a partir da terceira lactacdo, tém grande
dificuldade em manter a homeostasia do Ca, aumentando o risco de hipocalcémia clinica 9%
por lactagéo (Lean, DeGaris, McNeil, & Block, 2006) isto deve-se:

Ao atingir a maturidade do crescimento, que ocorre por volta do fim da primeira
lactacdo, o numero de locais ativos para remodelacdo de osso diminuem. Esta reducdo
significa que existem menos osteoblastos e osteoclastos ativos presentes na superficie do
0SS0, assim como um aumento do tempo da resposta a HPT, visto terem de ser recrutados

novos osteoclastos e ser ativada a reabsorgéo, tudo de forma mais lenta (Goff, 2014).
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Com o avancar da idade, existe também uma diminui¢cdo do numero de recetores
para 1,25(0OH).D no intestino das vacas (Horst, Goff, & Reinhardt, 1990).

Existe também evidéncia que o numero de recetores para a HPT no rim diminui com
a idade (Hanai et al., 1990), podendo o mesmo ocorrer com 0s osteoblastos e ostedcitos (Goff,
2014).

2.3.2.2 Raca

Sabe-se que as racas Jersey e com menor evidéncia as Vermelhas Suecas e
brancas/vermelhas Norueguesas tém uma incidéncia mais alta de hipocalcémia clinica quando
comparadas com as Holstein Frisia (Goff, 2014). O colostro e leite das vacas Jersey tém
concentracdes de Ca mais altas quando comparadas com as Holstein, mas ao comparar o Ca
absorvido durante toda a lactacdo das Holstein por Kg de peso, essa diferenca é esbatida
(Goff, 2014).

A razdo desta diferenca foi documentada por Goff, Reinhardt e Horst (1995) e deve-
se a uma reducdo em 15% no ndmero de recetores para a 1,25(OH)2D no tecido intestinal das
Jersey quando comparadas com as Holstein Frisia. J& as Castanhas Suicas tém um numero
semelhantes de recetores intestinais para a 1,25(0OH)2D ao comparar com as Holstein Frisia

(Liesegang, Singer, & Boos, 2008).

2.3.2.3 Condicéo Corporal

Vacas com alta condicdo corporal tém maior tendéncia para desenvolver
hipocalcémia clinica (Heuer, Schukken, & Dobbelaar, 1999), devendo-se provavelmente a

diminuicdo da ingestdo de matéria seca.

2.4 Incidéncia
2.4.1 No Mundo

A incidéncia de hipocalcémia subclinica foi determinada em varias exploracdes nos
Estados Unidos num estudo realizado por Reinhardt et al., (2011), e concluiram que esta
aumenta com o numero de lactacdes ou seja com a idade, sendo que estava presente em 25%,
41%, 49%, 51%, 54% e 42% das vacas da 12 & 62 lactacdo, respetivamente.
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Para determinar a incidéncia de hipocalcémia clinica DeGaris e Lean (2008)
analisaram estudos realizados desde 1977 até 2008 nos varios continentes. Dos 10 estudos
Norte Americanos analisados a incidéncia era de 3,45% com intervalo de 0 a 7%, nos 10
estudos Europeus analisados era 6,17% com intervalo de 0 a 10%, ja nos 10 estudos

Australianos analisados era 3,5% com intervalo de 0 a 7%.

2.4.2 Em Portugal

Ja em Portugal a situacdo ¢ ligeiramente diferente, segundo um estudo realizado por
Koch (2013) a incidéncia de hipocalcémia subclinica é de 28,3%, 57,1%, 71,4% e 83,3% em

vacas na 2%, 3% 4* e >5° lactagdo, respetivamente.

2.5 Sinais Clinicos

“Nem todas as vacas com hipocalcémia sofrem a sindrome da febre do leite.”
(Goff, 2008, p.55)

Os sinais clinicos foram divididos em trés estados segundo Oetzel (2011), em que no
estado | sdo visiveis apenas 0s primeiros sinais nao existindo decubito, as vacas podem
parecer excitadas, nervosas ou fracas, podendo mesmo passar despercebido. No estado Il
encontram-se em decubito esternal, exibindo depressdo moderada a severa, paralise parcial e
normalmente com a cabeca virada para o flanco. J& no estado Il estdo em decubito lateral,
completamente paralisadas, inchadas e muito deprimidas (coma), ocorrendo a morte ao fim de

algumas horas normalmente devido a insuficiéncia respiratéria.

2.6 Diagnostico Clinico

O diagnostico de hipocalcémia subclinica é feito com a medicdo serica de Cai,
devendo a amostra ser colhida no nadir, ou seja, 12 a 24 horas pos-parto, fazendo varias
recolhas a diferentes vacas com o objetivo de avaliar a situacdo da exploragédo (Goff, 2008).

Existem também véarios marcadores bioquimicos que ajudam a avaliar o estado de
alteracdo do 0sso, que se evidencia durante o periodo de transicdo com as alteracfes drasticas
do metabolismo do Ca (Sato et al., 2013). Muitos marcadores foram utilizados em gado e

humanos entre os quais: Hidroxiprolina que no passado foi muito utilizado (Mosel & Corlett,
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1990), enquanto piridinolina (Liesegang et al., 2000), deoxipiridinolina, C-telopeptido
cruzado colagenio tipo | (Liesegang et al., 1998), fosfatase acida resistente a tartrato
(Yamagishi et al., 2009), fosfatase alcalina especifica do 0sso e osteocalcina (Sato et al.,
2013) utilizados mais recentemente.

2.7 Tratamento

O tratamento da hipocalcémia deve ser realizado o mais cedo possivel, especialmente
se existe decubito. A pressdo exercida pelo elevado peso da vaca pode causar a sindrome de
esmagamento no lado deitado em apenas quatro horas, causando isquemia dos masculos e
nervos seguindo-se a necrose dos tecidos, resultando na sindrome de vaca caida (Goff, 2008).

Caso ndo se realize o tratamento cerca de 60% a 70% das vacas morrem (Hibbs, 1950).

2.7.1 Célcio Intravenoso

O Ca intravenoso ndo € recomendado para tratar vacas que ainda se encontrem de pé
(Oetzel, 2011). Este tratamento aumenta rapidamente a concentracdo de Ca no sangue para
valores muito altos e potencialmente perigosos (Goff, 1999). Uma alta concentracdo de Ca no
sangue pode causar complicacGes cardiacas fatais e talvez ainda mais importante, incapacitar
a habilidade da vaca de mobilizar Ca nesta altura critica (Oetzel, 2011).

Estados Il e Il de hipocalcémia devem ser tratados imediatamente com
administracdo intravenosa lenta de 500ml de um solugcdo com 23% de gluconato de Ca,
fornecendo 10,89 de Ca elementar, sendo esta quantidade suficiente para corrigir o ‘deficit’
existente de 4 a 6g (Oetzel, 2012). Administrar doses maiores de Ca no tratamento
intravenoso ndo traz qualquer beneficio (Doze, Donders, & Kolk, 2008).

Vacas tratadas com Ca intravenoso sofrem uma recaida nos niveis de Ca passadas 12
a 18 horas (Thilsing-Hansen et al., 2002) (Figura 2.6). De forma a reduzir os riscos de recaida,
as vacas que respondem positivamente ao tratamento intravenoso devem tomar uma
suplementacéo adicional de Ca oral, assim que o0 seu estado passar a alerta e se encontrar apta
para engolir, seguindo-se uma segunda toma oral passadas doze horas (Oetzel, 2011;
Thilsing-Hansen et al., 2002).

Uma hipocalcémia transitéria pode ocorrer em vacas que se deixem de alimentar ou

que sofram de periodos de motilidade intestinal reduzida (DeGaris & Lean, 2008).
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Figura 2. 6 Figura adaptada de Oetzel, 2013. Efeito do tratamento de Célcio
intravenoso com 10,8g de Célcio elementar na concentracéo total de Calcio
sérico.

2.7.2 Suplementacéo oral de célcio

A suplementacéo oral de Ca € a melhor abordagem para vacas com hipocalcémia que
ainda se encontram de pé, como as vacas no estado | de hipocalcémia ou com hipocalcémia
subclinica ndo detetada (Oetzel, 2011).

A concentracdo de Ca no sangue é suportada por apenas quatro a seis horas apds
administracdo, para a maioria das formas de suplementacédo oral de Ca (Goff & Horst, 1993,
1994).

2.7.3 Formas de calcio oral

A fonte do suplemento de Ca oral e a sua forma fisica influenciam a absorcao de Ca
e a resposta do Ca no sangue (Oetzel, 2012).

Existem muitas formulacGes disponiveis no mercado Europeu para administracao
oral de Ca, a maioria dos estudos que documentam o seu efeito sdo realizados com
preparacfes contendo sais de Ca facilmente absorviveis, como o cloreto de Ca que
disponibiliza 40 a 50g de Ca por dose como bolus, gel, pasta ou liquido (Thilsing-Hansen et
al., 2002).

O cloreto de Ca tem a maior capacidade para suportar a concentracdo de Ca no
sangue (Goff & Horst, 1993, 1994). Isto deve-se a sua alta biodisponibilidade e habilidade
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para provocar uma resposta acidica na vaca, 0 que provoca uma maior mobilizacdo dos seus
depdsitos de Ca (Garrett R Oetzel, 2012). Administrar uma quantidade normal de cloreto de
Ca elementar (50g) numa pequena dose oral resulta na melhor absorgdo (Oetzel, 2012).
Administrar 100g de Ca elementar provoca um pico extremamente alto de Ca no sangue
levando a producdo por parte da vaca de calcitonina para a proteger da hipercalcémia,
impossibilitando os mecanismos da vaca de agir de forma a mobilizar Ca (Oetzel, 2012).

O risco de aspiracéo é alto quando sdo administrados liquidos orais, e o cloreto de Ca
€ muito caustico para os tecidos respiratorios superiores (Oetzel, 2012).

O propionato de Ca é absorvido de forma mais lenta, provavelmente porque néo
acidifica e tem de ser dado em doses mais altas, normalmente 75 a 1259 (Oetzel, 2012).

O carbonato de Ca na agua ndo aumenta os niveis de Ca de sangue (Goff & Horst,
1993), podendo ser explicado pela baixa biodisponibilidade e a resposta alcalina que provoca
(Oetzel, 2012) (Figura 2.7).

Uma combinacdo entre cloreto de Ca e sulfato de Ca administrado num bolus
revestido por gordura (Bovikalc®, Boehringer Ingelheim Vetmedica, St. Joseph, MO), resulta
numa melhoria mais sustentada da concentracdo de Ca no sangue (Figura 2.8), quando
comparada com observacdes de estudos prévios com cloreto de Ca oral ou propionato de Ca
em agua (Sampson, Spain, Jones, & Carstensen, 2009). Esta melhoria também se deve a uma
ligeira acidificacdo provocada pelo bolus (Blanc et al. 2014), a bula encontra-se no anexo 1.

Em vacas tratadas sé com Ca intravenoso a recorréncia apds o primeiro tratamento €
de 30% a 35% (Rajala, 1998, citado por Thilsing-Hansen et al., 2002).

Quando adicionado ao tratamento uma a duas doses orais de Ca, este tem um efeito

preventivo na recorréncia de 60% (Thilsing-Hansen et al., 2002).
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Figura 2. 7 Figura adaptada de Oetzel, 2013. Efeito do cloreto de
Calcio oral e carbonato de Calcio oral no Célcio plasmatico, expresso

em percentagem de valor base. 36
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Figura 2. 8 Figura adaptada de Oetzel, 2013. Efeito da
administrac&o de dois bolus de Bovikalc no célcio plasmatico.

2.7.4 Calcio Subcutaneo e Intramuscular

O Ca subcutaneo pode ser usado para suportar a concentracdo de Ca no sangue perto
do parto, tendo limitacdes substanciais (Goff, 1999).

A absorcdo de Ca de administracBes subcutaneas requer uma perfusdo periférica
adequada, podendo néo ser eficaz em vacas com hipocalcémia severa ou desidratadas (Oetzel,
2012).

As injecdes subcutaneas de Ca s&o irritantes e pode provocar a necrose dos tecidos,
devendo ser limitada a no maximo 75mL de uma solucdo de gluconato de Ca a 23%, ou seja,
1,59 de Ca elementar, por local de injecdo (Oetzel, 2012). As solucBes de Ca que também
contém glucose nao devem ser administradas por esta via, pois a glucose é mal absorvida por
esta via provocando abcessos (Oetzel, 2012).

A cinética do Ca guando administrado no subcutaneo indica que inicialmente é bem
absorvido, mas a concentracdo no sangue desce hovamente passadas 6 horas, o que indica que
tratamentos repetidos seriam necessarios para igualar o efeito dos bolus orais de Ca (Goff,
1999; Oetzel, 2012) (Figura 2.9).

Também existem preparacdes para administracdo de Ca intramuscular, normalmente
sobre a forma de levulinato de Ca e lactato de Ca, sendo menos lesivo para os tecidos e
também mais caro, deve ser limitado a 0,5 a 1,0g por local de injecdo, para um tratamento
efetivo deve ser administrado um total de 6 a 10 inje¢Bes em locais muito afastados (Goff,
1999).
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Figura 2. 9 Figura adaptada de Oetzel, 2013. Efeito de uma administrac¢éo
subcuténea de 500mL a 23% de uma solucéo boroglucanato de Célcio
(10,59 de Ca) no Ca plasmatico, expresso em percentagem de valor base.

2.7.5 Naloxona

Segundo Sciorsci, Dell’Aquila e Minoia (2001), a naloxona, um antagonista opidide,
em associacdo com sais de Ca, diminui significativamente o nimero de vacas que necessitam

de tratamentos repetidos e ndo se observam vacas que ndo respondem ao tratamento.

2.8 Prevencao

“O potencial para manipular a incidéncia € indicado pela diferenga de incidéncias

entre exploragdes.” (DeGaris & Lean, 2008, p.59)

A manipulacdo da incidéncia parte dos mecanismos de prevencao aplicados por cada
exploracdo, Lean et al. (2006) suporta esta observacdo visto que dos 135 ensaios controlados
a média era de 21% mas com um intervalo de 0-83%.

Foi proposto que um programa especifico de controlo € relevante quando a
incidéncia de hipocalcémia clinica se encontra acima dos 10% nas vacas de alto risco ( > 3*
Lactacdo) (Radostits, Gay, Blood, & Hincliff, 2000).

Vaérios principios de controlo da hipocalcémia tém sido descritos na literatura dos
ultimos 50 anos, por varias razdes apenas quatro destes sdo usados amplamente em vacarias

comerciais (Thilsing-Hansen et al., 2002), sendo estes:
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2.8.1 Dietas pobres em calcio

Este principio é baseado na teoria de prevenir que 0os mecanismos de homeostasia do
Ca fiquem quiescentes durante o periodo seco (Thilsing-Hansen et al., 2002).

A necessidade de Ca da vaca seca € muito baixa, cerca de 43g/dia por 500kg de peso
nos ultimos dois meses de gestacdo (Eastridge, Bucholtz, Slater, & Hall, 1998). A maioria das
racOes para vacas contém valores consideravelmente maiores, como o Ca excede os valores
necessarios, 0s mecanismos de homeostasia do Ca ficam inativos (Horst, Goff, & Reinhardt,
1994).

Ao alimentar as vacas com uma dieta com pouco Ca (< 20 g/d) no periodo seco, 0s
mecanismos de homeostasia de Ca sdo ativados antes do parto, assim a vaca é capaz de
absorver o Ca de forma mais eficiente no intestino, assim como utilizar o Ca dos 0ssos pela
altura do parto (Kichura, Horst, Beitz, & Littledike, 1982).

Com base em alguns estudos Green, Horst, Beitz, e Littledike (1981) e Kichura,
Horst, Beitz, e Littledike (1982) foi determinado que o periodo necessario de exposi¢do a uma
racdo pobre em Ca de forma a ser obtido um bom efeito preventivo, é de 14 dias ou mais.

O principio da dieta com baixo Ca é muito efetivo, aproximando-se dos 100% na
prevencdo da hipocalcémia clinica, quando nos termos acima descritos (Thilsing-Hansen et
al., 2002).

2.8.2 Dieta com baixa diferenca entre catifes-anifes

Inicialmente, foi proposto por Shohl e Sato em 1922 que 0s minerais estavam
relacionados com o equilibrio acido-base, tendo colocado como hip6tese que um excesso no
consumo, quer de um catido ou de um anido, resultaria em disturbios &cido-base. Mais tarde
foi demonstrado por Ender et al. (1971) e Dishington (1975) citado por Goff (2014) que com
a reducdo da DCAD, definida como a diferenca entre catiGes (primariamente potassio [k'] e
sddio [Na']) e anides (primariamente cloreto [CI] e Sulfato [SO4?]) na dieta utilizada no pré-
parto, melhora a homeostasia do Ca no comeco da lactacdo (Goff, 2014).

Em teoria todos os catides e anides na dieta sdo capazes de influenciar a carga
elétrica do sangue. Os catides mais presentes na dieta e as suas respetivas cargas sao Na (+1),
K (+1), Ca (+2) e Mg (+2), j& os anides cloro CI (-1), SO4 (-2) e fosfato PO4 (-3) (Goff, 2014).
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A adicdo de aniBes na dieta de forma a contrariar os catifes nela presentes reduzem a
alcalinidade do sangue, recuperando desta forma a resposta dos tecidos-alvo a HPT (Goff,
2014).

Ao manter uma DCAD abaixo de zero a incidéncia de hipocalcémia é reduzida,
encontrando-se abaixo dos 20%, ja com uma alta DCAD a incidéncia de hipocalcémia
encontra-se entre 0% e 0s 80%. (Thilsing-Hansen et al., 2002).

A utilizagdo destes sais deve ser realizada de 21 a 45 dias, podendo-se reduzir para
um minimo de 10 dias de utilizacdo no pré-parto (Thilsing-Hansen et al., 2002).

O uso de anibes para reduzir a DCAD estd limitado por problemas com a
palatibilidade dos sais anidnicos normalmente utilizados (G R Oetzel & Barmore, 1993),
diminuindo com isto, segundo alguns estudos como Oetzel e Barmore (1993), a ingestdo de

matéria seca.

2.8.2.1 Monitorizar o pH da urina

A resposta aos anides adicionados a dieta pode ser avaliada pelo pH da urina, visto
este nos dar uma previsdo bastante precisa do pH sanguineo (Greghi, Netto, Silva, & Marcus
Antonio Zanetti, 2014; Seifi, Mohri, & Kalamati Zadeh, 2004). Para um 6timo controlo da
hipocalcémia subclinica o pH urinério deve-se encontrar entre os 6,2 e 6,8 na ultima semana
de gestacédo, ndo podendo descer dos 5,5, 0 que caso aconteca indica uma excessiva adicao de
anides a dieta, podendo causar uma acidose metabdlica descompensada. A medicédo do pH da
urina deve ser avaliado 72 horas ap0s a alteracdo da alimentacao, devendo ser recolhidas 6 a 9
horas ap6s a comida ser oferecida, mais regularmente na ultima semana de gestacdo (Goff,
2014).

2.8.3 Administracdo de célcio oral perto do parto

O programa profilatico envolve normalmente quatro doses (Thilsing-Hansen et al.,

2002). A administracdo oral de Ca deve preferencialmente fornecer Cai, de forma a ser
absorvido de forma mais rapida (Thilsing-Hansen et al., 2002).

Em ensaios como Jonsson e Pehrson (1970), Simesen e HyldgaardJensen (1971) e

Oetzel (1996) citados por Thilsing-Hansen et al. (2002) foram administradas 3 a 10 doses de

cloreto de Ca sob a forma de um gel solivel em agua, tendo um efeito preventivo de

aproximadamente 50 a 55%. Administracdo de 4 doses de cloreto de Ca e sulfato de Ca tém
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uma eficacia um pouco maior de 73% (Pehrson et al.,1989, citado por Thilsing-Hansen et al.,
2002).

O cloreto de Ca em pasta foi reportado como tendo um efeito preventivo de 70% em
duas investigacOes (Agger et al., 1997, Agger, 1998, citados por Thilsing-Hansen et al.,
2002). O Ca em pasta de propionato tem uma eficacia de 30% (Goff, Horst, Jardon, Borelli, &
Wedam, 1996).

A eficécia do uso de duas doses na prevengdo € uma pratica muito usada, mas ainda
ndo documentada (Thilsing-Hansen et al., 2002).

A maioria dos programas preventivos como o0s documentados anteriormente,
envolvem uma administracdo de trés a quatro doses distribuidas uniformemente durante o
periodo 12 a 24 horas antes do parto, até 24 horas depois do parto (Jonsson & Pehrson 1970,
Pehrson et al. 1989, Goff et al. 1996, Oetzel 1996, Agger et al. 1997, citados por Thilsing-
Hansen et al., 2002).

2.8.4 Administracdo de Vitamina D, os seus metabolitos e analogos no pré-parto

O uso de largas doses de metabolitos de vitamina D e analogos para prevencdo da
hipocalcémia clinica é controverso (Thilsing-Hansen et al., 2002). A eficicia varia muito
entre estudos e a dose necessaria esta muito perto da dose toxica, causando sintomas clinicos
(Littledike & Horst, 1982) incluindo anorexia, perda de condicdo corporal, dispneia,
taquicardia e apatia (Radostits et al., 2000), podendo mesmo causar uma calcificacdo
metastatica irreversivel dos tecidos moles (Goff, 2008).

Outro potencial problema é que a vaca aparentemente se torna dependente da
1,25(0OH).D3z exdgena, por supressdo da producdo endogena, podendo mostrar sinais de
hipocalcémia clinica 10 a 14 dias pés-parto (Goff, Horst, Beitz, & Littledike, 1988).

A altura da administragdo é muito importante, otimamente dada 2 a 8 dias antes do
parto. Caso a vaca ndo tenha parido passados 8 dias desde a ultima administragdo, pode-se
fazer outra administracdo repetindo-se de 8 em 8 dias até ao parto (Radostits et al., 2000),
embora ndo seja recomendado pelos produtores destes produtos o uso de mais de duas doses
por vaca (Thilsing-Hansen et al., 2002).

Apesar destes inconvenientes, a injecdo de Vitamina D3 continua 0 método mais
comumente utilizado para a prevencdo da hipocalcémia, principalmente devido a sua
simplicidade (Radostits et al., 2000).
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Um estudo (Yamagishi et al., 2000) comparou o efeito de uma mesma dose de
vitamina D3 administrada oralmente pds-ruminal e por injecdo intramuscular e observou-se

que a administragdo oral teve um maior potencial na prevencéo da hipocalcémia.

2.8.5 Outros principios de controlo

Outros principios podem ser adotados como o controlo do Mg no periparto devido a
sua importancia, controlo da condicdo corporal, controlo da ingestdo de carbohidratos na dieta
periparto, encurtar o periodo seco pois 0 tempo excessivo leva ao aumento do peso (Thilsing-
Hansen et al., 2002).

A administracdo de Ca intravenoso como prevencao esta contraindicada, com base
em estudos recentes leva a vaca a niveis de hipercalcemia (pico 1hora apds administracao),
descendo no ‘nadir’ para valores hipocalcémicos (Blanc et al., 2014).

2.9 Consequéncias da Hipocalcémia

A ocorréncia de hipocalcémia clinica esta relacionada com o aumento da incidéncia
de outras afecdes que ocorrem no periodo de transicdo. Como exemplo temos a mastite,
distocia e deslocamento de abomaso que tém respetivamente 8, 3 e 2 a 4 vezes mais
probabilidade de se desenvolver caso a hipocalcémia esteja instalada (Mulligan et al., 2006).

Mulligan et al. (2006) dividiu as consequéncias da hipocalcémia em fisiologicas e

clinicas, estando estas sempre relacionadas (Figura 2.10):

2.9.1 Consequéncias Fisioldgicas

Recentemente foi descrito que a hipocalcémia exacerba o nivel de imunossupressao
experienciado perto do parto (Kimura, Reinhardt, & Goff, 2006), julga-se que o cortisol é um
importante componente na imunossupressao e demonstrou-se que a hipocalcémia causa um
aumento no cortisol na altura do parto.

Sabe-se também que a hipocalcémia reduz a habilidade da vaca no periodo de

transicdo de realizar a contragdo do musculo liso e esquelético (Mulligan et al., 2006).
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2.9.2 Consequéncias Clinicas

2.9.2.1 Distocia e Prolapso Uterino

A habilidade reduzida de contracdo do musculo liso e esquelético compromete o
parto, evidéncia disso sdo estudos que indicam um aumento de 6 vezes mais casos de distocia
em vacas que sofrem de hipocalcémia (Curtis et al., 1983), outros indicam 2,5 a 3 vezes mais
casos (Correa, Erb, & Scarlett, 1993; Erb et al., 1985).

Vacas que sofrem prolapsos do Utero tém uma baixa concentracdo sérica de Ca

qguando comparadas com vacas normais (Risco, Reynolds, & Hird, 1984).

2.9.2.2 Retencgao de Placenta

O efeito direto da hipocalcémia na retencdo de placenta (excluindo os casos de
distocia) é de duplicar a sua ocorréncia (Erb et al., 1985). Ja o efeito indireto € aumentar a
incidéncia de distocia que, por sua vez, é um fator de risco para a retencao de placenta (Correa
etal., 1993).

Recentemente Melendez, Donovan, Risco e Goff (2004) reportaram uma
concentracdo sérica de Ca significativamente mais baixa em vacas com retencdo das

membranas fetais, quando comparadas com vacas que expulsaram a placenta normalmente.

2.9.2.3 Endometrite

As ligacOes previamente abordadas entre a hipocalcémia, distocia e retencdo de
placenta juntamente com a ligacdo entre a hipocalcémia e imunossupressdo no periparto,
fornece uma sustentacdo solida para a associacdo entre a hipocalcémia e endometrite (Kimura
et al., 2006).

2.9.2.4 Fertilidade

Em muitos casos de baixa fertilidade nas exploracBes ndo é considerada a
possibilidade da hipocalcémia ser um fator predisponente (Mulligan et al., 2006).

A hipocalcémia reduz diretamente a fertilidade pelo seu efeito na funcdo muscular
uterina, por provocar uma involugdo uterina mais lenta e por reduzir a corrente sanguinea nos
ovarios (Borsberry & Dobson, 1989; R. C. W. Daniel & Jonsson, 1997). Também todos 0s

pontos anteriormente falados reduzem a fertilidade de forma indireta.
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Vacas com hipocalcémia clinica tém o corno uterino gravido e 0 ndo gravido com
maior didmetro entre 15 a 45 dias poés-parto, tém também uma probabilidade
significativamente mais baixa de desenvolver corpus luteum (lain Martin Sheldon &
Whiteford, 2005), tém menos foliculos ovulatérios e de menor dimensédo aos 15, 30 e 45 dias
pos-parto e foliculos mais pequenos a primeira ovulagdo quando comparadas com vacas
normais (Kamgarpour, Daniel, Fenwick, Mcguigan, & Murphy, 1999).

A incidéncia de hipocalcémia seguida de endometrite, e de endometrite ap0s
retencdo da placenta pode provocar um aumento no intervalo parto-concegéo de 66 e 51 dias

respetivamente (Borsberry & Dobson, 1989)

2.9.2.5 Mastite

As vacas que sofrem de hipocalcémia tém uma incidéncia 8 vezes superior do que
uma vaca com valores séricos de Ca normais (Curtis et al., 1983).

Julga-se que se deve a reducdo na funcdo do musculo liso (como anteriormente
referenciado) no esfincter do teto, permitindo a subida da infe¢do apds a ordenha (Goff, 2014)
e a imunossupressdo exacerbada principalmente nas células mononucleares no sangue

periférico, devido as reduzidas reservas de Ca intracelular (Kimura et al., 2006).

2.9.2.6 Funcdo do trato gastrointestinal

Alguns autores como (Daniel, 1983) reportaram uma reducdo da motilidade no
rimen e abomaso em vacas com hipocalcémia levando provavelmente a uma reducdo na
ingestdo de matéria seca, sendo particularmente importante nas vacas de alta producdo, visto
necessitarem de ingerir grandes volumes de alimento para responder as suas necessidades
metabolicas (Mulligan et al., 2006). Este efeito pode ocorrer durante a primeira semana de
lactacdo (Goff & Horst, 1997), o que vai exacerbar o balanco energético negativo, levando a
um aumento dos corpos cetonicos, a motilidade reduzida vai também provocar atonia e
distensdo do abomaso, aumentando desta forma o risco de deslocamento de abomaso (Goff,
2014)
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Figura 2. 10 Esquema de Mulligan et al., 2006. Consequéncias da hipocalcémia clinica e subclinica.

2.10 Impacto economico

E dificil encontrar outro fator que esteja associado a tantas complicacdes veterinarias
com importancia econémica como a hipocalcémia (Mulligan et al., 2006).

O impacto econdémico, caso ndo sejam tomadas medidas preventivas, € enorme
devido a diminuicdo da producdo, ao risco do animal ser removido da exploracdo, a
ocorréncia de complicacBes derivadas da hipocalcémia como cetose, deslocamento de
abomaso, mastite e metrite, ao tratamento caso se trate de hipocalcémia clinica, para além de
todos efeitos que tem na fertilidade.

A hipocalcémia clinica pode reduzir a vida produtiva da vaca em 3,4 anos (Payne
1968, citado por Horst, Goff, Reinhardt, & Buxton, 1997).

A hipocalcémia subclinica € mais dispendiosa do que a hipocalcémia clinica, visto
afetar uma percentagem muito maior da populacdo (Oetzel, 2011). Por exemplo numa
exploragdo com 2000 vacas, com uma incidéncia anual de 2% de hipocalcémia clinica, 0
tratamento de cada caso custa $300, a perda total causada pelos casos clinicos é cerca de
$12,000 por ano. Essa mesma exploracdo tem uma incidéncia anual de 30% de hipocalcémia
subclinica em vacas com duas ou mais lactacGes (assumindo que sdo cerca de 65% das vacas
da exploracdo) e que cada caso custa $125, incluindo a reducdo de producdo e o custo direto

devido ao aumento dos corpos cetdnicos e deslocamento de abomaso, entdo as perdas totais
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neste caso sdo de $48,750 por ano, quatro vezes mais do que a hipocalcémia clinica (Oetzel,
2013)

McArt e Oetzel (2015) publicaram um artigo com uma estimativa do impacto
econdmico nos primeiros 30 dias de lactagdo da suplementacdo oral de Ca no pds-parto, no
qual comparam quatro estratégias de suplementacdo de duas doses (2 e 24 horas ap0s o0 parto)
nomeadamente: vacas de alta producdo, vacas coxas, vacas com alta producdo e coxas e
suplementacdo de todas as vacas, 0 retorno que se verificou foi de 1,1 para 1; 6,5 para 1; 1,8
para 1; e 0,3 para 1 respetivamente.
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Capitulo 111 — Materiais e Métodos
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3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um ensaio clinico.

3.2 Questao de investigacdo

Qual o efeito da administracdo oral de calcio, logo apds o parto, nos niveis séricos de

calcio?

3.3 Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo oral de Ca, logo
apos o parto, nos niveis séricos de Ca.

Este estudo teve também como objetivos secundarios avaliar a relagcdo dos niveis de
Ca com a ocorréncia de hipocalcémia clinica, assim como de afecdes no pds-parto

dependentes desses mesmos niveis.

3.4 Contexto do estudo

3.4.1 Exploracéo e periodo de estudo

Este estudo foi realizado numa exploracdo no Ribatejo e decorreu no periodo de 16 de
junho de 2015 a 31 de Outubro de 2015.

A exploracdo é constituida por cerca de 220 vacas a ordenha, encontrando-se em
parques, divididos por grupos consoante a sua fase de producdo, todos estes cobertos e
ventilados, tendo acesso permanente ao exterior assim como a agua, eram realizadas trés
ordenhas por dia e a comida fornecida duas vezes ao dia, sendo esta preparada na exploracao.

Relativamente ao tema abordado, desconhece-se a situacdo atual referente a
hipocalcémia na exploracdo em estudo. Esta como prevencdo, administra um frasco 500 mL
de Ca intravenoso nas multiparas, ndo administra dietas anidnicas e o tratamento preconizado,

numa situacdo de hipocalcémia clinica, é um frasco de 500 mL de Ca intravenoso.

3.4.2 Amostra

O estudo incluiu 41 vacas selecionadas através de uma amostragem aleatéria
estratificada e divididas em dois grupos: um de controlo (n=21) e o grupo de tratamento

(n=20). O tamanho da amostra foi definido pelo orcamento para financiamento do estudo,
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quer pela disponibilidade de produto para o estudo, quer pelo pagamento do processamento
das amostras.

Relativamente ao grupo de tratamento, ao longo do trabalho sera mencionado como
grupo Bovikalc.

3.4.2.1 Critérios de inclusdo

Disponibilidade de multiparas a parirem com data de parto prevista duas a duas (uma
para cada grupo), com a mesma paridade.
Foram privilegiadas vacas com maior nimero de lactagdes, pois como referido no

capitulo anterior, o risco de hipocalcémia clinica aumenta 9% por lactacao (Lean et al., 2006).

3.4.2.2 Caracterizacdo da amostra

O numero de lactacBes das vacas que participaram no estudo € um dado importante
pois esta diretamente correlacionado com a ocorréncia de hipocalcémia (Horst, Goff, &
Reinhardt, 1990). Desta forma, esta tabela descreve o nimero de lactacGes das vacas

presentes no estudo.

Lactacbes N°de Vacas

2 1
3 15
4 14
5 8
6 2
7 1

Tabela 3. 1 Numero de lactagBes das
vacas presentes no estudo.

3.5 Desenho experimental

O estudo o foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal da Universidade

Luséfona de Humanidades e Tecnologias, 0 documento encontra-se no anexo 2.

Grupo de controlo: Apds o parto foi retirada uma amostra de sangue na veia coccigea média,

sendo em seguida administrado um frasco de 500 mL de Ca intravenoso. A amostra foi
centrifugada, o plasma separado, devidamente etiquetado e congelado. Posteriormente foi
enviado para o laboratério com o objetivo de quantificar o Ca. Passadas 24 horas uma nova

recolha foi feita, processada e enviada.
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Grupo de tratamento: Apés o parto foi retirada uma amostra de sangue na coccigea, sendo em

seguida administrado um frasco de 500 mL de Ca intravenoso e dois bolus orais de Ca
(Bovikalc). A amostra foi centrifugada, o plasma separado, devidamente etiquetado e
congelado. Posteriormente foi enviado para o laboratorio com o objetivo de quantificar o Ca.

Passadas 24 horas uma nova recolha foi feita, processada e enviada.

3.6 Recolha e tratamento das amostras

As amostras foram retiradas na coccigea para um tubo proprio asséptico, foram em
seqguida centrifugadas, o plasma separado para um tubo tipo Eppendorf, devidamente
etiquetado e congelado. Posteriormente a amostra foi enviada para o laboratério num
contentor proprio e mantidas as baixas temperaturas onde finalmente foram processadas da
forma descrita a baixo.

A determinagéo quantitativa in vitro de Cawta €m soro, plasma e urina, foi realizada
com base num método colorimétrico. Utilizou-se a cassete ABX Pentra Calcium AS CP, que
com calibrador e controlos associados, € um reagente de diagndstico. O equipamento utilizado
no doseamento de Carotal SErico € 0 ABX Pentra 400 (HORIBA ABX, France).

O método utilizado aqui baseia-se no metalocromogénio Arsenazo Ill. Os iBes de
calcio reagem com o Arsenazo ao pH 6,75 para formar um croméforo na coloragdo purpura
intensa. A absorvancia do complexo calcio-Arsenazo Il é medida bicromaticamente a
660/700 nm.

O aumento resultante na absorvancia desta mistura da reacdo € diretamente
proporcional a concentracdo de calcio presente na amostra. O Arsenazo Ill possui alta
afinidade com os ides de calcio e ndo apresenta interferéncia de outros catides normalmente
presentes no soro, plasma ou urina” (HORIBA ABX, ABX Pentra Calcium AS CP, France,

pp.1) o documento da empresa com informagdo relativa ao processo encontra-se no anexo 3.

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada avaliando e comparando as duas medic¢des dos niveis
de célcio, antes e depois da administragéo do tratamento preconizado para cada grupo, foram

tambeém determinados os efeitos na producdo leiteira, utilizando-se nestes casos 0s pardmetros
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descritivos como a média, a mediana e a moda, avaliou-se também a ocorréncia de afecdes
secundarias dependentes dos baixos niveis de calcio como metrite, mastite e cetose.

Esta analise dos dados e construcgdo de figuras foi possivel utilizando o Excel®.
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Capitulo IV — Resultados

52



4.1 Resultados relativos as questfes de investigacao

4.1.1 Avaliacdo do efeito da administracdo oral de Ca, logo ap6s o parto, nos

niveis séricos de Ca.

A medicdo dos niveis séricos de Cawotal € respetivas diferencas (consiste na subtragdo
do valor da amostra 2 pelo da amostra 1 e indica a variacdo dos niveis de Ca) do grupo

Bovikalc e de controlo encontram-se nas tabelas 4.1 e 4.2 respetivamente em mg/dL.

Vaca | Amostral | Amostra2 Dif. Vaca | Amostral | Amostra2 Dif.
1 3,18 6,06 2,88 1 6,94 6,51 -0,43
2 7,35 6,33 -1,02 2 5,94 6,91 0,97
3 7,27 6,75 -0,52 3 6 5,78 -0,22
4 5,55 5,87 0,32 4 8,08 7,36 -0,72
5 6,45 5,18 -1,27 5 6,71 5,69 -1,02
6 7,88 7,94 0,06 6 5,67 6,46 0,79
7 6,9 4,34 -2,56 7 8,29 7,29 -1
8 8,17 7,28 -0,89 8 4,99 5,43 0,44
9 8,2 8,5 0,3 9 6,95 5,75 -1,2

10 7,34 8,38 1,04 10 8,52 6,19 -2,33
11 4,92 7,63 2,71 11 5,49 4,58 -0,91
12 8,18 5,33 -2,85 12 7,99 6,33 -1,66
13 3,42 4,1 0,68 13 8,86 8,39 -0,47
14 5,9 6,75 0,85 14 9,05 7,53 -1,52
15 6,78 6,5 -0,28 15 7,85 6 -1,85
16 6,45 5,62 -0,83 16 5,39 7,52 2,13
17 7,26 8,59 1,33 17 5,66 7,14 1,48
18 7,42 8,11 0,69 18 7,06 7,71 0,65
19 7,15 5,46 -1,69 19 54 6,05 0,65
20 7,35 7,95 0,6 20 8,56 6,64 -1,92

21 8,97 7,8 -1,17

Tabela 4. 1 Medigdes dos niveis de Ca do grupo de
Bovikalc e respetiva diferenga (mg/dL). Tabela 4. 2 MedigBes dos niveis de Ca do grupo de
controlo e respetiva diferenca (mg/dL).

De forma a resumir a comparacao da quantificacdo do Caota Utilizamos a média dos
dois grupos, no grupo Bovikalc (BK) a amostra 1 (BK1) com a media de 6,656 mg/dL e IC
(Intervalo de Confianga) 95% [7,33;5,99], na amostra 2 (BK2) com a media de 6,63 mg/dL e
IC 95% [7,28;5,99]. No grupo de Controlo a amostra 1 (Controlol) com a média de 7,07
mg/dL e IC 95% [7,69;6,44], na amostra 2 (Controlo2) com a média de 6,62 mg/dL e IC 95%
[7,05;6,19], como se pode ver na tabela 4.3, a comparacdo das médias esta representada de
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forma mais intuitiva na figura 4.1. Utilizdmos também a média da diferenca entre amostras
para comparar os dois grupos na tabela 4.4, sendo que no grupo Bovikalc a diferenca é de -

0,023 mg/dL com IC 95% [0,68;-0,72] e no de controlo -0,443 com IC 95% [0,11;-0,99].

Grupo Média  Intervalo de confianga

Superior Inferior
BK1 6,656 7,327 5,985
BK2 6,634 7,281 5,986
Controlol 7,065 7,693 6,438
Controlo2 6,622 7,049 6,194

Tabela 4. 3 Resultados da andlise descritiva das medi¢des dos
niveis de Ca, da 1% e 22 medigdes do grupo Bovikalc e de
controlo (em mg/dL).

Grupo Média Intervalo de confianga
Superior Inferior
BK -0,023 0,679 -0,724
Controlo  -0,443 0,109 -0,996

Tabela 4. 4 Resultados da andlise da diferenca entre
medi¢des (em mg/dL).

Média das Amostras
7,1

6,9
6,8
6,7
6,6
6,5 6,66 6,63

6,4

Amostral Amostra2

H BK Controlo

Figura 4. 1 Resultados da andlise da média das duas amostras de Ca consoante 0 grupo e
respetiva linha de tendéncia, em mg/dL.

54



De forma mais detalhada podemos observar na figura 4.2 todos os valores obtidos no estudo e

ter em conta as varia¢es individuais de cada elemento, na amostra 1 (escuro) e na amostra 2

(claro) do grupo Bovikalc do lado esquerdo e do controlo do lado direito.

Niveis de Calcio (mg/dL)

Nos diferentes grupos avalidmos os casos de hipocalémia subclinica (>5,5 a 8
mg/dL) e 70% das vacas do grupo Bovikalc encontravam-se em hipocalcémia subclinica na
primeira amostra recolhida e 60% na segunda amostra. No grupo de controlo 52.4% das vacas
encontravam-se em hipocalcémia subclinica na primeira amostra e 85.7% na segunda, embora
0s niveis abaixo de hipocalcémia subclinica (<5,5 mg/dL) tenham aumentado no grupo
Bovikalc, passando de 15% para 20% , enquanto que no grupo controlo passou de 14,3% para

9,5%.

10

¢ Cal

Valores de Calcio Obtidos
PN P 4 ’0
PO ¢ AQO’Q’A o ® *
2 0 me * *
¢ v &Y ¢
L 2
10 15 20 25 30 35 40 45
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Ca2

Figura 4. 2 Valores individuais das medi¢des de Ca.
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Figura 4. 3 Niveis de Ca obtido nos diferentes grupos.

Embora o objetivo do estudo fosse a avaliacdo do efeito da administracdo de Ca oral
apos o parto, foi possivel também avaliar a situacdo da exploracdo em relacéo a hipocalcémia,
na qual do grupo Bovikalc na amostra 1 apenas 15% se encontrava com os valores normais de
Catotal (acima de 8,0 mg/dL), subindo na amostra 2 para 0s 20%. Ja no grupo de controlo a
tendéncia inverte-se, comecando na amostra 1 com 33,3% com valores de Cattal NOrmais,

descendo para os 4,8% na amostra 2, conforme a figura 4.3.

4.1.2 Avaliacdo da relacdo dos niveis de Ca com a ocorréncia de hipocalcémia

clinica, assim como de alteragdes no pos-parto dependentes desses mesmos niveis.

Surgiram trés casos de hipocalcémia clinica durante o estudo, sendo que dois foram no
grupo Bovikalc, que representa 10% do grupo e um no grupo de controlo que representa 4,8%
do grupo, o que no total da amostra representa 7,3%.

Relativamente a alteracfes no pos-parto na producdo de leite, a média do grupo
Bovikalc foi de 4337,5L com IC 95% [4643,6;4031,4], j4 no de controlo foi de 4179,5L com
IC 95% [4348,8;4010,3], conforme se encontra na tabela 4.5.
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Grupo Média Intervalo de confianca
Superior Inferior
BK 43375 4643,628  4031,372
Controlo 4179,5 4348,765  4010,288

Tabela 4. 5 Resultados da andlise da producéo de leite aos 100
dias, em Litros L.

As mastites foram diagnosticadas no controlo pds-parto avaliando as médias de
producéo, caso desgam, assim como por avaliagdo dos tetos na ordenha pelos ordenhadores.
Ap0s suspeita realizacao do teste Californiano de mastites (TCM) (Sargeant et al., 2001).

No caso das mastites foi avaliada a sua frequéncia nos diferentes grupos, sendo que
dos 49% (20 vacas) negativos, 22% (9 vacas) eram do grupo Bovikalc e 27% (11 vacas) do
grupo de controlo, ja nos casos positivos de mastites dos 51% (21 vacas), 27% (11 vacas)
eram do grupo Bovikalc e 24% (10 vacas) do grupo de controlo, conforme se verifica na
figura 4.4.

A frequéncia por grupo foi de 55% no grupo Bovikalc e 47,6% no de controlo, tendo
no total sido de 51,2%.

Mastite

51%

m BK - Controlo- = BK+ = Controlo+

Figura 4. 4 Distribuicdo da frequéncia relativa da ocorréncia ou ndo de mastite no grupo de
controlo e Bovikalc.

As metrites foram diagnosticadas no controlo poés-parto por avaliacdo de sinais
sistemicos como hipertermia, de existéncia de descargas vaginais, por palpacao e avaliacdo da

involucgdo uterina (Sheldon et al., 2009).
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Ja nas metrites a sua frequéncia foi também avaliada nos diferentes grupos, sendo que
dos 88% (36 vacas) negativos, 46% (19 vacas) eram do grupo Bovikalc e 42% (17 vacas)
eram do grupo de controlo. Nos casos positivos de mastites dos 12% (5 vacas), 2% (1 vaca)
era do grupo Bovikalc e 10% (4 vacas) do grupo de controlo, conforme se verifica na figura
4.5.

A frequéncia por grupo foi de 5% no grupo Bovikalc e 19% no de controlo, tendo no
total sido de 12,2%.

Metrite

m BK - Controlo- = BK+ = Controlo+

Figura 4. 5 Distribui¢do da frequéncia relativa da ocorréncia ou ndo de metrite no grupo de
controlo e Bovikalc.

Ja na cetose a sua frequéncia foi também avaliada nos diferentes grupos, sendo que
dos 95% (39 vacas) negativos, 49% (20 vacas) eram do grupo Bovikalc e 46% (19 vacas)
eram do grupo de controlo. Relativamente aos casos positivos de mastite dos 5% (2 vacas),
0% (nenhuma vaca) era do grupo Bovikalc e 5% (2 vacas) do grupo de controlo, conforme se
verifica na figura 4.6.

A frequéncia por grupo foi de 0% no grupo Bovikalc e 9,5% no de controlo, tendo no
total sido de 4,9%.
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Cetose

0%

m BK - Controlo- = BK+ = Controlo+

Figura 4. 6 Distribuicdo da frequéncia relativa da ocorréncia ou ndo de cetose no grupo de controlo
e Bovikalc.

A frequéncia de cetose acima mencionada foi calculada com base nos valores medidos
de B-hidroxibutirato, trazendo-nos desta forma as alteragdes no pos-parto nos valores de f-
hidroxibutirato. A média do grupo Bovikalc foi de 0,71 mg/dL com IC 95% [0,85;0,57], ja no
de controlo foi de 0,845 mg/dL com IC 95% [1,18;0,51], conforme se encontra na tabela 4.6.

Grupo Meédia Intervalo de confianca

Superior Inferior
BK 0,71 0,849 0,571
Controlo 0,845 1,181 0,508

Tabela 4. 6 Resultados da andlise das medi¢Bes de
S-hidroxibutirato, em mg/dL.
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Capitulo V - Discussao
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5.1 Respostas as questdes de investigacao

Apenas uma amostra da populacdo foi trabalhada neste estudo, esta por ser pequena
limitou em muito a andlise possivel, restringindo-o a uma analise descritiva.

A etiologia da hipocalcémia deve-se a falha dos mecanismos de homeostasia do Ca,
que com a producdo de leite e colostro ndo conseguem manter os niveis de Ca no sangue
(Goff, 2014).

A literatura aponta como principais mecanismos de prevencdo, a administracdo de
dietas pobres em calcio (Kichura et al., 1982), a administracao de dietas com baixa DCAD, a
administracdo de céalcio oral perto do parto e a administracdo de vitamina D, 0s seus
metabolitos e analogos no pré-parto (Thilsing-Hansen et al., 2002). Visto nenhum destes
mecanismos ser aplicado na exploragdo em estudo, estdo desta forma reunidas as condigcfes
para que a exploragdo tenha um maior nimero de casos.

Desta forma surge a importancia de avaliar um protocolo de prevencdo para eventual

aplicacdo na exploracdo, nomeadamente a avaliacdo da administracdo de Ca oral.

5.1.1 Avaliacédo do efeito da administracdo oral de Ca, logo apds o parto, nos

niveis séricos de Ca.

A administracdo de Ca oral na altura do parto, ndo subiu os niveis de Catta Mas
possivelmente preveniu a sua descida mais acentuada quando comparados o grupo Bovikalc e
0 de controlo. Apenas uma minoria das vacas tem valores acima dos 8,0 mg/dL (Goff, 2014)
como podemos ver a linha vermelha na figura 4.2.

Relativamente aos casos de hipocalcémia subclinica (>5,5 a 8 mg/dL) (Reinhardt et
al., 2011), ocorreu uma pequena descida nos casos no grupo Bovikalc, ja no grupo de controlo
ocorreu uma subida acentuada dos casos. Ambos 0s grupos com valores muito superiores aos
varios estudos existentes, nos Estados Unidos (Reinhardt et al., 2011) e Portugal (Koch, 2013)
em que se encontrava hipocalcémia subclinica em 41% e 45,5% dos grupos estudados
respetivamente.

Estes resultados de forma geral com niveis de Cawta Mmuito baixos, devem-se
provavelmente a ndo aplicacdo por parte da exploracdo de protocolos de prevencdo da
hipocalcémia. Devendo estes ser aplicados em simultaneo com o objetivo de um maior efeito

preventivo (Thilsing-Hansen et al., 2002).

61



Os resultados podem também variar com a altura de recolha da amostra, em que neste
estudo todas as segundas amostras foram recolhidas no nadir, ou seja, 12 a 24 horas ap6s 0
parto, 0 que ndo aconteceu em Reinhardt et al. (2011) em que as amostras foram recolhidas
até 48 horas ap6s o parto, podendo nesta fase ocorrer uma normalizacdo desses mesmos
niveis, a idade vai também influenciar visto que o grupo foi selecionado de forma a ter o
maior nimero de lactacdes, o que segundo Lean, DeGaris, McNeil, & Block (2006) aumenta
0s casos de hipocalcémia.

Segundo Sampson et al., 2009 a administracdo de bolus de Ca oral aumenta os niveis
de Catotal €M 8,2% comparativamente ao grupo de controlo. O uso de dietas com baixa DCAD

por Sampson et al., 2009 é provavelmente a causa de ndo se observar o mesmo resultado.

5.1.2 Avaliacdo da relacdo dos niveis de Ca com a ocorréncia de hipocalcémia

clinica, assim como de alteracdes no pos-parto dependentes desses mesmos niveis.

Verificaram-se pequenas diferencas na variacdo dos niveis de Catotal N0S dois grupos,
esta pequena diferenca dificulta a respetiva comparagdo da ocorréncia de alteragdes no pés-
parto, logo ao realizar esta comparacdo temos de ter em conta que os valores néo
apresentaram grande discrepancia, no entanto permite esclarecer a situacdo da exploragédo
relativamente a ocorréncia dessas alteragdes.

Relativamente aos casos de hipocalcémia clinica surgiram em 10% do grupo Bovikalc
e 4,8% do grupo de controlo, no total surgiu em 7,3% das vacas em estudo. Ndo foram
observadas grandes diferencas entre grupos, embora também ndo existam diferencas nos
niveis de Ca que justificasse essa diferenca, no entanto um valor total alto quando comparado
com a literatura em que DeGaris & Lean (2008) nos Estados Unidos 3,45%, na Australia
3,5%, mas proximo dos valores Europeus deste estudo 6,17%. E importante referir que os
valores obtidos em algumas exploracGes presentes no estudo de DeGaris & Lean (2008)
incluem o resultado total que obtivemos.

O efeito preventivo esperado seria de cerca de 73% no estudo de Pehrson et al., 1989
citado por Thilsing-Hansen et al., 2002, no qual a incidéncia de hipocalcémia clinica se
encontrou nos 14,6% no grupo de tratamento e 54,8% no grupo de controlo. Estes valores ndo
corresponderam aos encontrados, sendo provavelmente uma das razdes o uso de apenas duas

doses.
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A hipocalcémia esta também relacionada com quebras na producéo, com o aumento de
incidéncia de outras afecfes puerperais (Mulligan et al., 2006). Esta quebra de producéo
referida por Mulligan et. al (2006) é ao longo da lactacéo.

Ao nivel da média de producéo de leite nos primeiros 100 dias, assim como aos niveis
de Cawta N80 se verificou uma diferenga significativa entre grupo Bovikalc e grupo de
controlo, ndo podendo desta forma serem retiradas conclusdes. A hipocalcémia ndo é um fator
de risco na diminuicdo da producéo de leite (Jstergaard & Larsen, 1999), produzindo mesmo
em média, mais 5,7 kg por dia de leite nas primeiras semanas de lactacdo (Jawor, Huzzey,
LeBlanc, & von Keyserlingk, 2012). O que também ndo foi possivel verificar visto ndo
existirem diferencas significativas nos niveis de Catotal €Ntre 0S grupos.

Os casos de mastite surgiram em 55% do grupo Bovikalc, 47,6% no de controlo, tendo
no total 51,2%. N&o foi observada grande diferenca entre grupos, embora também néo
existam diferengas nos niveis de Ca que justificassem essa diferenca, na literatura esta
descrito que vacas que sofrem de hipocalcémia tém uma incidéncia até 8 vezes superior de
mastite (Curtis et al., 1983). Na exploragio sdo feitos o pré e pos ‘dipping’, a comida esta na
manjedoura ap6s as vacas serem ordenhadas, de forma a ndo se deitarem logo ainda com o
esfincter do teto dilatado, na seca usam-se consoante a historia de mastite antibiotico e em
todas o selante intramamario. Os casos totais de mastite encontram-se acima do descrito, valor
que ronda os 40% (Bradley, 2002).

Neste estudo observou-se a presenga de metrite em 5% do grupo Bovikalc e 19% no
de controlo, tendo no total 12,2%. Encontrando-se uma ligeira diferenca entre os dois grupos.
Os casos totais encontrados de metrite encontram-se abaixo do descrito na literatura que
indica que pode ocorrer até aos 40% (Sheldon et al., 2009).

Relativamente a cetose esta ocorre apenas 9,5% do grupo de controlo, ndo ocorrendo
no grupo Bovikalc, representando no total 4,9%. Este é calculado nas medicbes de pB-
hidroxibutirato quando este é superior a 1,4 mg/dL indica que ha risco de cetose clinica
(Duffield et al. 2009). As medic¢Oes foram na sua grande maioria valores normais e abaixo dos
1,4 mg/dL. Né&o foi registado nenhum caso de deslocamento de abomaso. Valor abaixo da
prevaléncia mundial de 8,9% a 34% (Duffield, 2000) e deve-se ao controlo alimentar rigoroso
presente na exploragdo, assim como & aplicagdo do Kexxtone® quando se mudam para o pré-

parto.
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5.1.3 Situac@es que dificultaram o estudo

O facto de a amostra ser pequena, dificultou muito a analise dos dados, para além
disso a exploragdo ndo tinha em pratica nenhum protocolo de prevengdo da hipocalcémia, por
essa razdo a diferenca ndo foi acentuada, impedindo também a avaliacdo consequente das

alteracdes pds-parto nos dois grupos.

5.1.4 Alternativas ao estudo e outros estudos pertinentes

Com base no que foi referido no ponto anterior para um estudo mais completo e do
qual fosse possivel realizar um analise completa, este necessitava de uma amostra
consideravelmente maior, retirar a administragdo de Ca intravenoso e aplicar um dos
protocolos de prevencdo, o mais indicado seria dietas anionicas. Acentuando dessa forma a
diferenca entre os grupos.

Outros estudos para aprofundar a abordagem a este ponto seria a administracdo de
mais doses de Ca oral nomeadamente quatro doses, que maximiza o efeito preventivo
(Thilsing-Hansen et al., 2002) e avaliar o seu efeito, outro estudo para comparar o efeito de
diferentes formas orais de Ca. Seria também interessante realizar um estudo avaliando a
aplicacdo de diferentes mecanismos de prevencdo, principalmente a aplicacdo de dietas

aniodnicas.
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Conclusao

Apesar de pequena a amostra, foi possivel concluir que a administracdo de Ca oral
logo ap6s o parto evitou a descida acentuada dos niveis de Cata. FOi possivel também
concluir que o uso apenas de duas doses de Bovikalc ndo foi suficiente para reverter 0s niveis
de Cawta para valores normais, tendo desta forma de realizar simultaneamente outro
mecanismo de prevencdo ou mais doses de Ca oral. Relativamente as afe¢fes secundarias ndo
foi possivel tirar conclusdes visto a diferenca dos niveis de Catwtar N0OS doiS grupos nao ser
significativa, sendo apenas possivel observar a situacdo atual da exploracdo relativamente a
ocorréncia dessas alteracGes, em que se observou um maior numero de casos de mastite e
hipocalcémia clinica do que os estipulados pela bibliografia.

Concluimos também que apesar de ser muitas vezes negligenciada, a situacdo da
exploragdo relativa aos niveis de Cawta € muito importante, pois estid associada a muitas
complicacdes veterindrias e com importancia econémica.

Este estudo foi o culminar de todo o conhecimento adquirido, para o concluir tive de
recorrer ao uso de ferramentas dominadas durante o curso, que na minha opinido sdo bem
mais importantes do que a informacdo acumulada. Tratam-se de pesquisa de informacdo,
formas de abordar um tema, desmonta-lo e torna-lo simples, permitindo ao clinico evoluir

para além da formatacdo com que sai da faculdade.
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BOVIKALC
Alimento Mineral para Ruminantes

Composicdo Qualitativa:
Cloreto de célcio 58 %
Sulfato de calcio 23 %
Ricinoleato de glicerilpolietilenoglicol (E484) 6 %
Goma xantana (E415) < 1 %
Constituintes analiticos:
Cinza bruta 67 %

Humidade 30 %

Gordura bruta 3 %

Calcio 22 %

Fosforo 0 %

Sodio 0 %

Magnésio 0 %

Forma Farmacéutica:
Bolo oral.

Cddigo ATCVet:
Né&o se aplica

Espécie animal alvo:
Bovinos.

Indicac0es:

BOVIKALC € um complemento de calcio para vacas, indicado em situacdes de maiores
necessidades deste mineral. BOVIKALC esta especialmente indicado depois do parto, quando
as necessidades de célcio sdo mais elevadas como consequéncia do inicio da lactagdo.
BOVIKALC apresenta-se na forma de bolo coberto de glicerina, para facilitar a sua
administracdo por via oral. A sua cobertura especial protege a garganta e o eséfago de
possiveis irritacbes que podiam ser causadas pelo cloreto de célcio. Uma vez no rumen, a
cobertura dissolve-se em 15-30 minutos e o cloreto de calcio é instantaneamente libertado e
assimilado, enquanto que o sulfato de calcio proporciona uma fonte de célcio adicional
retardada.

Modo de emprego:

Administrar por via oral com a ajuda do aplicador, 4 bolos por vaca: Primeiro bolo aos
primeiros sinais de parto Segundo bolo imediatamente apds o parto Terceiro bolo 10-14 horas
depois do parto Quarto bolo 24 horas ap0s o parto

Condicdes de conservagao:
Conservar a temperatura inferior a 30°C, em lugar seco e ao abrigo da luz.

Apresentacdes:
Embalagens de 4 Bolos de 190 g
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UNIVERSIDADE LUSOFONA

de Humanidades e Tecnologias
Hrumani nibil aliennm

Anexo 4 - Apreciacdo da CEBEA-ULHT
Lisboa, 5 de Julho de 2016

Exmo Aluno Vasco Rodrigues Vara Franco,

A Comissdo de Etica e Bem Estar Animal da Universidade Luséfona de Humanidades e
Tecnologias, vem por este meio informar, que o projecto intitulado “Efeito da suplementacdo oral de
calcio pds-parto na prevengdo de hipocalcemia” com o processo n? 74-2016, foi considerado

aprovado.

Esta aprovacgdo é vdlida por um ano e pode ser usada para efeitos de publicagdo. Caso o projecto

tenha uma duragdo superior a um ano, devera ser requisitada renova¢do a CEBEA-ULHT.

Ana Margarida Oliveira Manuel Pequito

Coordenador CEBEA-ULHT Secretario CEBEA-ULHT
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@ Quimica clinica

/

/ ABX Pentra
Calcium AS CP

n ABX Pentra 400

Reagente de diagnostico para a determin
em soro, plasma e urina por colorimetria.

2015/02/20
A93A01290CPT

A11A01954
=

[wo] C€

HORIBA ABX SAS

Parc Euromédecine - Rue du Caducée
B.P. 7230
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FRANCE

acao quantitativa in-vitro de calcio

Instrucdes do teste

Soro, plasma: CaAS 2
3.xx

Urina: CaU_AS 2
3.xx

Utilizagao P

O ABX Pentra Calcium AS CP, com calibrador e
controlos associados, & um reagente de diagnéstico para
a determinacdo quantitativa in vitro de célcio em soro,
plasma e wurina humanos, com base num método
colorimétrico, utilizando o analisador de quimica clinica
ABX Pentra 400. A medicdo de célcio é utilizada no
diagnéstico e tratamento da doenca da paratircide, uma
série de doencas 6sseas, doencga renal cronica e tétano
(contragdes ou espasmos musculares intermitentes).

Interesse clinico (1, 2, 3)

O célcio desempenha um papel essencial em muitas
fungdes celulares: de forma intracelular na contraccdo
dos musculos e no metabolismo do glicogénio, de forma
extracelular na mineralizagdo dos ossos, na coagulagdo
do sangue e na transmissdo dos impulsos nervosos. O
calcio esta presente no plasma em trés formas: livre,
ligado as proteinas ou em complexos com anifes como o
fosfato, citrato e bicarbonato. Em condigdes fisioldgicas,
o equilibrio de célcio é determinado pela relagdo entre a
ingestédo de calcio e a sua absorcdo e excrecdo. A
excrecdo urinaria € um importante indicador da retencdo

de calcio no corpo. Os niveis reduzidos de calcio total
podem estar associados a doencas do sistema 6sseo
(especialmente a osteoporose), doengas dos rins (em
especial sob didlise), absorcédo intestinal deficiente e
hipoparatiroidismo. O calcio total aumentado pode ser
medido no hiperparatiroidismo, doencas malignas com
metéstases e sarcoidose. As medicdes de calcio também
ajudam a monitorizar a suplementacdo de calcio,
principalmente na prevencao da osteoporose.

Método (4, 5,6, 7)

Varios métodos colorimétricos para a determinacédo do
calcio ja foram utilizados no passado. Connerty e Briggs
descreveram métodos que usavam alizarina 3-sulfonato
(4) e cresolftaleina complexona (5) enquanto Gindler e
King descreveram um método que usava azul de timol (6).
Ja foram feitas varias modificagcdes posteriores a estes
métodos. O método utilizado aqui baseia-se no
metalocromogénio Arsenazo lll. Os ides de célcio (Ca®*)
reagem com o Arsenazo Il (2,2’-[1,8-Diidroxi-3,6-
disulfonaftileno-2,7-bisazo]-acido bisbenzenoarsénico) ao
pH 6,75 para formar um croméforo na coloragdo purpura
intensa. A absorvancia do complexo Ca-Arsenazo Il é
medida bicromaticamente a 660/700 nm.

O aumento resultante na absorvancia desta mistura da
reaccdo é directamente proporcional a2 concentracdo de
calcio presente na amostra. O Arsenazo Ill possui alta
afinidade (K° = 1 x 10°7) com os ides de calcio (7) e ndo
apresenta interferéncia de outros cations normalmente
presentes no soro, plasma ou urina.

pH 6,50

Ca*™ + Arsenazo Ill » Complexo Ca-Arsenazo lll (parpura)

aModificagdo: modificacdo das instrugdes do teste.
bModificagdo: modificagdo do volume do reagente.

1/6
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@ AQuimica clinica

ABX Pentra
Calcium AS CP

Reagentes

ABX Pentra Calcium AS CP esta pronto a utilizar.

Reagente:
MES pH6,50 100 mmol/L
Arsenazo il 200 pmol/L

ABX Pentra Calcium AS CP deve ser utilizado de acordo
com a nota informativa deste reagente. O fabricante nédo
se responsabiliza pelo seu desempenho caso seja
utilizado de outro modo.

Preparacao

1. Retire a tampa da cassete.

2. Em caso de formagdo de espuma, retire-a com uma
pipeta de plastico.

3. Posicione a tampa de proteccdo ref. GBM0969 na
cassete.

4. Coloque a cassete no compartimento de refrigeracédo
de reagentes do ABX Pentra 400.

Calibrador

Para calibrar, utilize:
ABX Pentra Multical, Ref. A11A01652 (ndo incluido)
10 x 3 mL (liofilizado)

Controlo

Para controlo de qualidade interno, utilize:

ABX Pentra N Control, Ref. A11A01653 (ndo incluido)

10 x 5 mL (liofilizado)

ABX Pentra P Control, Ref. A11A01654 (ndo incluido)

10 x 5 mL (liofilizado)

ABX Pentra Urine Control L/H, Ref. A11A01674 (ndo
incluido)

1x10mL+1x10mL

Cada controlo deve ser analisado diariamente e/ou apés
a calibragao.

A frequéncia dos controlos e os intervalos de confianca
devem estar de acordo com as normas laboratoriais e
com as diretivas especificas de cada pais. Deve cumprir
as diretrizes federais, estaduais e locais relativamente ao
teste de controlo de qualidade dos materiais. Os
resultados devem ficar dentro do intervalo dos limites de
confianca definidos. Cada laboratdrio deve estabelecer o
procedimento a seguir se os resultados excederem esses
limites de confianga.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

m Analisador automatico de
ABX Pentra 400
m Calibrador: ABX Pentra Multical, Ref. A11A01652
m Controlos:
ABX Pentra N Control, Ref. A11A01653, e
ABX Pentra P Control, Ref. A11A01654
ABX Pentra Urine Control L/H, Ref. A11A01674
» Equipamento standard de laboratério.

quimica  clinica:

Amostra (g)

= Soro.
m Plasma em heparina de litio.
m Urina.

Né&o utilizar plasma em EDTA: O anticoagulante EDTA ndo
é adequado para analises, uma vez que este composto
realiza quelagdo com o calcio, tornando o indisponivel
para reacgao com o reagente.

Os anticoagulantes que ndo estdo presentes na lista ndo
foram testados pela HORIBA Medical e, portanto, nédo
séo recomendados para utilizagdo com este ensaio.

Devem ser recolhidas amostras de urina em 24 horas,
com HCI 6N (9). As urinas ndo acidificadas gue foram
refrigeradas devem ser acidificadas e/ou aquecidas a
56°C por 15 minutos para redissolver os precipitados.

Estabilidade da amostra (8):

Soro/plasma:
por até 7 dias a 20-25°C.
por até 3 semanas a 4-8°C.

por até 8 meses a -20°C.

Urina:
por até 2 dias a 20-25°C.
por até 4 dias a 4-8°C.

por até 3 semanas a -20°C.

Intervalo de referéncia (2)

Cada laboratério deve estabelecer os seus proprios
intervalos de referéncia. Os valores aqui fornecidos sdo
utilizados apenas como linhas de orientacéo.

Soro/Plasma:
2,15 -2,57 mmol/L (8,6 - 10,3 mg/dL)
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Urina:
Mulheres: < 6,24 mmol/24h (< 250 mg/24h)
Homens: < 7,49 mmol/24h (< 300 mg/24h)

Armazenamento e Estabilidade

Os reagentes, nas cassetes por abrir, mantém-se
estaveis até a data de validade indicada no roétulo se
forem armazenados entre 2-8°C, ao abrigo da luz.
Estabilidade apds a abertura: consulte o paragrafo
“Desempenho do ABX Pentra 400",

Gestao de residuos

E favor consultar os requisitos da legislagao local.

Precaucoes gerais °©

m Este reagente destina-se apenas a diagnéstico in vitro
profissional.

= Sujeito a prescricdo.

m Este reagente é classificado como ndo perigoso de
acordo com a regulamentagéo (EC) N°.1272/2008.

m Uma vez que o calcio & um ido ubiquo, devem ser
tomadas precaucdes de modo a evitar contaminacéo
acidental. Utilizar apenas materiais descartaveis.

= Cumpra as normas preventivas de laboratério relativas
a utilizacao.

m As cassetes de reagente s&@o descartaveis e devem ser
eliminadas de acordo com os requisitos da legislacéo
local.

= Consulte a MSDS (folha de dados de seguranca do
material) relacionada com o reagente.

= N&o utilizar o produto se houver evidéncia visivel de
deterioragao biologica, quimica ou fisica.

m E da responsabilidade do utilizador verificar se este
documento se aplica ao reagente utilizado.

Desempenho do ABX Pentra 400

Os dados de desempenho enunciados em seguida foram

Estabilidade dos reagentes no sistema ©:

Depois de aberta, a cassete de reagente colocada no
compartimento de refrigeracdo ABX Pentra 400 mantem-
se estavel durante 70 dias.

Volume da amostra: 5 pl/teste

Limite de quantitacao:

O limite de quantitacdo é determinado de acordo com o
protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,37 mmol/L (1,54 mg/dL).

Limite de detecao:

O limite de deteccdo & determinado de acordo com o
protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,07 mmol/L (0,28 mg/dL).

Exatidao e Precisao:
m Repetibilidade (precisdo no mesmo ciclo)
3 amostras de concentracbes baixa, média e alta e 2

controlos sdo testados 20 vezes de acordo com as
recomendacdes especificadas no protocolo Valtec (11).

Valor médio CV %
mmol/L mg/dL

Amostra de 2,09 8,39 0,49
controlo 1
Amostra de 3,12 12,53 0,37
controlo 2
Amostra 1 1,72 6,91 0,71
Amostra 2 2,29 9,18 0,40
Amostra 3 3,28 13,15 0,43

m Reprodutibilidade (preciséo total)

3 amostras de nivel baixo, médio e elevado e 2 controlos
séo testados em duplicado durante 20 dias (2 séries por
dia) de acordo com as recomendagdes incluidas no
protocolo CLSI (NCCLS), EP5-A2 (12).

obtidos a partir do analisador ABX Pentra 400. Valor médio cV %
mmol/L mg/dL

Soro, plasma

Amostra de 2,17 8,72 1,44
Numero de testes: 285 testes ¢ controlo 1
“Modificag@o: modificagéo das precaugtes gerais.
dModificagdo: nove nimero de testes.
Muodificag@o: modificagéo da estabilidade dos reagentes no equipamento.
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Valor médio CV %
mmol/L mg/dL
Amostra de 3,25 13,02 1,49
controlo 2
Amostra 1 1,75 7,03 1,56
Amostra 2 2,36 9,47 1,54
Amostra 3 3,23 12,93 1,54

Intervalo de medigao:

O ensaio confirmou uma gama de medicdo de 1 to
4,50 mmol/L (4,0 to 18,05 mg/dL), com pds-diluicdo
automatica de até 13,50 mmol/L (54,15 mg/dL).

A linearidade do reagente foi avaliada para até
4,50 mmol/L (18,05 mg/dL), de acordo com as
recomendacées incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EP8-A (13).

Correlacao:

145 amostras de pacientes (soro e plasma) estdo
correlacionadas com um reagente ja comercializado
tomado como referéncia de acordo com as
recomendacdes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EP9-A2 (14). Valores no intervalo de 1,04 a 3,93 mmol/L
(4,17 a 15,76 mg/dL).

A equacdo da linha alométrica obtida por meio do
procedimento de regresséo Passing-Bablock (15) é:

Y =1,00 X + 0,01 (mmol/L)

Y =1,00 X + 0,04 (mg/dL)

com um coeficiente de correlagéo r2 = 0,9903.

Estudo de comparac¢ao da matriz:

Um estudo de comparacao de matriz entre amostras de
soro e plasma de litio foi realizado utilizando 32 amostras
pareadas de soro e plasma de litio, com concentracao de
calcio entre 1,0 e 4,36 mmol/L (4,0 e 17,5 mg/dL) (3
amostras foram alteradas).

Cada amostra foi testada em separado, utilizando o
reagente de ensaio ABX Pentra Calcium AS CP. Uma
analise de regressao linear representando as amostras de
soro (eixo x) e plasma de litio (eixo y) indicou as seguintes
relacBes entre os tipos de matrizes: Y = 1,006 X - 0,0022,
2 = 0,996.

Interferéncias:

Hemoglobina: Nao se observa influéncia
significativa até 290 pmol/L
(500 mg/dL).

Lipémia: Nao se observa influéncia

significativa até uma concentragcao
de Intralipid® (representativa de
lipémia) de 500 mg/dL.

Bilirrubina total: Nao se observa influéncia
significativa até 788 pmol/L
(46,1 mg/dL).

Bilirrubina directa: Nao se observa influéncia
significativa até 445 pmol/L
(26,0 mg/dL).

Acido ascorbico:  Nao se observa influéncia
significativa até 3,40 mmol/L
(60 mg/dL).

Magnésio: Nao se observa influéncia
significativa até 4,42 mmol/L
(10,7 mg/dL).

Acetaminofeno: Nao se observa influéncia
significativa até 1324 pmol/L
(20 mg/dL).

Ibuprofeno: Nao se observa influéncia
significativa até 2,42 mmol/L
(50,1 mg/dL).

Acido Nao se observa influéncia

acetilsalicilico: significativa até 3,62 mmol/L
(65,2 mg/dL).

Outros limites sdo fornecidos por Young através de uma
lista de medicamentos e variaveis pré-analiticas
conhecidas que afectam esta metodologia (16, 17).

Estabilidade de calibracao:

O reagente é calibrado no Dia 0. A estabilidade de
calibragao é verificada testando 2 amostras de controlo.
A estabilidade da calibracdo é de 10 dias.

Nota: Recomenda-se uma recalibragcdo quando os lotes
de reagente mudam e quando os resultados do controlo
de qualidade ficam fora do intervalo de valores
estabelecido.

Instrucoes do teste?:

3.Xx

Urina

Nimero de testes: 285 testes @

2Modificagao: modificagdo das instrugdes do teste.
dModificagdo: novo nimero de testes.
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Estabilidade dos reagentes no sistema®:

Depois de aberta, a cassete de reagente colocada no
compartimento de refrigeracdo ABX Pentra 400 mantém-
se estavel durante 70 dias.

Volume da amostra: 5 pl/teste

Limite de quantitacao:

QO limite de quantitagdo & determinado de acordo com o
protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,16 mmol/L (0,64 mg/dL).

Limite de detecao:

O limite de deteccdo é determinado de acordo com o
protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A (10) e equivale a
0,07 mmol/L (0,23 mg/dL).

Exatidao e Precisao:
m Repetibilidade (precisdo no mesmo ciclo)
3 amostras de concentracdes baixa, média e elevada e 2

controlos sdo testados 20 vezes de acordo com as
recomendacdes especificadas no protocolo Valtec (11).

Valor medio CV %

mmol/L mg/dL
Amostra 2 2,56 10,27 1,57
Amostra 3 3,54 14,21 1,56

Valor médio CV %
mmol/L mg/dL

Amostra de 1,81 7,27 0,62
controlo 1
Amostra de 2,71 10,86 0,76
controlo 2
Amostra 1 1,93 7,73 0,46
Amostra 2 2,62 10,50 0,56
Amostra 3 3,62 14,50 0,37

m Reprodutibilidade (preciséo total)

3 amostras de nivel baixo, médio e elevado e 2 controlos
sdo testados em duplicado durante 20 dias (2 séries por
dia) de acordo com as recomendacg@es incluidas no
protocolo CLSI (NCCLS), EP5-A2 (12).

Valor médio CV %
mmol/L mg/dL
Amostra de 1,82 7,28 1,45
controlo 1
Amostra de 2,67 10,71 1,50
controlo 2
Amostra 1 1,92 7,70 1,57

Intervalo de medicao:

O ensaio confirmou uma gama de medicdo de 0,16 a
4,50 mmol/L (0,64 a 18,05 mg/dL), com pds-diluicdo
automatica de até 13,50 mmol/L (54,15 mg/dL).

A linearidade do reagente foi avaliada para até
4,50 mmol/L (18,05 mg/dL), de acordo com as
recomendacgdes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EP8&-A (13).

Correlagao:

143 amostras de pacientes (urina) estdo correlacionadas
com um reagente ja comercializado tomado como
referéncia de acordo com as recomendacdes incluidas no
protocolo CLSI (NCCLS), EP9-A2 (14). Valores no
intervalo de 0,16 a 4,44 mmol/L (0,64 a 17,80 mg/dL).

A equacdo da linha alométrica obtida por meio do
procedimento de regressdo Passing-Bablock (15) é:

Y = 0,98 X - 0,01 (mmol/L)

Y =0,98 X - 0,03 (mg/dL)

com um coeficiente de correlagao r® = 0,993.

Interferéncias:

Hemoglobina: Nao se observa influéncia
significativa até 290  pmol/L
(500 mg/dL).

Lipémia: Nao se observa influéncia

significativa até uma concentracao de
Intralipid® (representativa de lipémia)

de 200 mg/dL.

Bilirrubina Nao se observa influéncia

directa: significativa  até 432 pmol/L

) (25,3 mg/dL).

Acido ascorbico: Néo se observa influéncia
significativa até 3,40 mmol/L
(60 mg/dL).

Magnésio: Nao se observa influéncia
significativa até 5,34 mmol/L

(13,0 mg/dL).
pH: A urina ndo deve ser alcalinizada.
Qutros limites sdo fornecidos por Young através de uma
lista de medicamentos e varidveis pré-analiticas
conhecidas que afectam esta metodologia (16, 17).

Estabilidade de calibragao:

O reagente é calibrado no Dia 0. A estabilidade de
calibracéo é verificada testando 2 amostras de controlo.

®“Modificagao: modificagéo da estabilidade dos reagentes no equipamento.
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A estabilidade da calibracéo é de 10 dias.

Nota: Recomenda-se uma recalibracdo quando os lotes
de reagente mudam e quando os resultados do controlo
de qualidade ficam fora do intervalo de valores
estabelecido.

Instrucoes do teste®:

3.XX

Fator de conversao:

mmol/L x 4,01 = mg/dL
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