Tomas Pais Grilo

QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CALCIO E FOSFORO NO POS-PARTO E
A SUA RELACAO COM PATOLOGIAS DO PUERPERIO EM BOVINOS
LEITEIROS

ORIENTADOR: Professora Doutora Sofia V. Harten

UNIVERSIDADE LUSOFONA DE HUMANIDADES E TECNOLOGIAS

Faculdade de Medicina Veterinaria

Lisboa

2020



Tomas Pais Grilo

QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CALCIO E FOSFORO NO POS-PARTO E
A SUA RELACAO COM PATOLOGIAS DO PUERPERIO EM BOVINOS
LEITEIROS

Dissertacdo defendida em provas publicas na Universidade Lus6fona de Humanidades e
tecnologias, Lisboa no dia 19 de Mar¢o de 2020, para a obtenc¢éo do grau de mestre em Medicina

Veterinaria conferido pela Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.
Despacho reitoral N°88/2020, de 3 de Margo.
Juri com a seguinte composicéo:
e Presidente: Prof. Doutora Laurentina Pedroso;

e Arguente: Prof. Doutora Angela DAmaso;

e Orientadora: Prof. Doutora Sofia VVan Harten.

UNIVERSIDADE LUSOFONA DE HUMANIDADES E TECNOLOGIAS
Faculdade de Medicina Veterinaria

Lisboa

2020



Agradecimentos

Queria agradecer ao pessoal da Pecbom, Lda pela possibilidade de realizar o meu estudo nas suas

instalacdes.

Aos meus familiares, queria agradecer por me terem apoiado incondicionalmente ao longo de

todo o percurso.
A minha namorada, 0 meu obrigado s6 por me aturares.
A0s meus amigos, 0 meu obrigado porque a faculdade ndo se faz sozinha. Vocés sdo 0s maiores.

Ao Dr. Gongalo Ortega, 0 meu muito obrigado pela ajuda que me deu e toda a paciéncia que tém

para comigo.
A Dra. Sofia 0 meu obrigado por me ter aceite orientar a minha tese.

A Dra. Carla Noronha o meu muito obrigado pela ajuda que me deu. Vocé foi 5 estrelas.



Resumo

A hipocalcémia clinica trata-se de uma patologia do foro metabolico que consiste na descida dos
valores séricos de calcio, predispondo os bovinos de aptidao leiteira a estados parésicos com
manutencdo do decubito. O momento do parto e o periodo puerperal representa um enorme
desafio para os mecanismos homeostaticos dos bovinos leiteiros. Com o inicio da lactogénese, 0s
bovinos ficam expostos ao aumento da libertacdo de célcio através da sintese de colostro e
aumento da atividade da glandula mamaria. Devido ao aumento brusco da remog&o de calcio das
reservas celulares apenas o controlo homeostatico rigido sobre o mineral possibilita reverter a
incidéncia de hipocalcémia. Apesar do rigido controlo sobre o célcio, ha bovinos que apresentam
niveis de célcio inferiores aos valores de referéncia ndo manifestando sinais clinicos. Estes
animais desenvolvem casos de hipocalcémia subclinica. Devido a auséncia de sinais clinicos, 0s
casos subclinicos podem significar uma porta de entrada para a incidéncia de patologias

puerperais.

Devido a acdo preponderante que o fosforo possui na homeostasia das vacas leiteiras, o seu papel
é crucial. Com processos fisiol6gicos semelhantes e controlados pela mesma a¢do hormonal a
interligacdo entre o célcio e o fosforo, principalmente em casos de deficit em célcio, ndo deve ser

descurada.

Com o presente trabalho pretendeu-se diagnosticar a percentagem da incidéncia de hipocalcémia
subclinica em duas explorac@es e a sua interligacdo com 4 patologias puerperais: metrite, mastite,
deslocamento de abomaso a esquerda e retengdo placentaria. Pretendeu-se também evidenciar a

interligacéo entre o calcio e o fésforo.

Para tal, procedeu-se a recolha de 50 amostras sanguineas até 48 horas pOs-parto para

quantificagdo do calcio total e fosforo inorganico.

Os resultados mostraram que entre 65 a 80 % dos animais do estudo apresentavam hipocalcémia
subclinica. Foi igualmente possivel demonstrar a correlacdo positiva entre casos de hipocalcémia
subclinica com a incidéncia de metrite e mastite. Estatisticamente, ndo foi possivel correlacionar

a interacdo entre o célcio e o fosforo.

Foi possivel concluir que a dieta com elevados niveis de calcio pode ter estado na origem da
elevada percentagem de animais com hipocalcémia subclinica. Conclui-se também que animais

com hipocalcémia subclinica estdo mais predispostos a incidéncia de patologias do puerpério.

Palavras chave: hipocalcémia subclinica, célcio, fosforo, patologias pds-parto;
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Abstract

Clinical hypocalcaemia is a metabolic pathology that consists in a decrease of serum calcium
values, predisposing dairy cattle to paretic states with maintenance of the decubitus. The time of
calving and the puerperal period represents an enormous challenge for the homeostatic
mechanisms of dairy cattle. With the onset of lactogenesis, cattle are exposed to increased calcium
release through colostrum synthesis and increased mammary gland activity. Due to the sudden
increase in calcium exit’s from cellular reserves, only a strict homeostatic control over the mineral
makes it possible to reverse the incidence of hypocalcaemia. Despite strict control over calcium,
there are cattle that have calcium levels below the reference values and do not show clinical signs.
These animals develop cases of subclinical hypocalcaemia. Due to the absence of clinical signs,

subclinical cases may represent a gateway for the incidence of puerperal pathologies.

Due to the predominant action that phosphorus has on homeostasis of dairy cows, its role is
crucial. With similar physiological processes and controlled by the same hormonal action, the
interconnection between calcium and phosphorus, especially in cases of calcium deficit, should
not be overlooked.

This work aimed to diagnose the percentage of the incidence of subclinical hypocalcaemia in two
herds and its interconnection with 4 puerperal pathologies: metritis, mastitis, left displacement of
abomasum and retained placenta. It was also intended to highlight the interconnection between

calcium and phosphorus.

To this end, 50 blood samples were collected up to 48 hours postpartum to quantify total calcium

and inorganic phosphorus.

The results showed that between 65 to 80% of the animals in the study had subclinical
hypocalcaemia. It was also possible to demonstrate the positive correlation between cases of
subclinical hypocalcaemia with the incidence of metritis and mastitis. Statistically, it was not

possible to correlate the interaction between calcium and phosphorus.

It was possible to conclude that the high calcium diet may have been responsible for the high
percentage of animals with subclinical hypocalcaemia. It is also concluded that animals with
subclinical hypocalcaemia are more predisposed to the incidence of pathologies of the

puerperium.

Keywords: subclinical hypocalcemia, calcium, phosphorus, post-partum diseases;



Abreviaturas
v' 1,25 D3: 1,25-di-hidroxivitamina D3;
v' BPM: Batimentos por minuto;
v" CT: Calcitonina;
v' Ca: Célcio;
v" DAE: Deslocamento de Abomaso a Esquerda;
v"dL: Decilitro;
v FGF23: Factor de crescimento de fibroblastos 23;
v' g: Gramas;
v K: Potéssio;
v" Kg: Quilograma
v Na: Sodio;
v' OCPC: o-Cresolftaleina complexona;
v' P: Fésforo;
v" PTH: Paratormona
v Vac. A: Vacaria A;

v" Vac. B: Vacaria B.
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1. Relatorio de estagio

No ambito da conclusdo do mestrado integrado em Medicina Veterinaria da faculdade de
Medicina Veterindria da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias é nos
apresentado uma nova etapa de formacdo com o objetivo final de conclusdo do mestrado
integrado: Estégio curricular.

O meu estagio curricular teve a duracdo de quatro meses, decorrentes desde o dia dez de setembro
de 2018 até ao seu termino em dez de janeiro de 2019. O exercicio do estagio foi realizado sobre
a tematica da area de clinica de espécies pecudrias. A escolha prendeu-se pela elei¢do e gosto
pessoal pela area cientifica, neste caso particular em bovinos de aptiddo leiteira, maioritariamente.
Por iniciativa, elegi como meu orientador externo de estagio o Dr. Gongalo Ortega, o qual

acompanbhei nas suas atividades profissionais diarias durante o periodo de realiza¢do do estagio.

O estdgio decorreu principalmente na zona oeste de Lisboa, com presenca diéria e
acompanhamento dos casos e do quotidiano de 2 vacarias localizadas no concelho de Loures,
onde 0 meu orientador é veterinario residente. Os casos exteriores ao ambito do funcionamento
das vacarias foram decorrentes maioritariamente na zona oeste, com casos esporadicos de visitas

a regido do Alentejo.

Por se tratar do acompanhamento de um veterinario residente, com presenca assidua,
principalmente em duas vacarias, foi possivel a realizacdo e acompanhamento dos diagnosticos,
0 contacto e aprendizagem dos métodos para alcanca-los, interacdo com procedimentos e
intervencdes veterinarias para os determinados casos, acompanhamento dos casos e contacto com
as suas evoluces, permitindo constatar o antes, o durante e 0s pds das inimeras casuisticas onde

0 Médico Veterinario atua.

Em plano secundério, e menor nimero, foram realizadas intervengdes em caprinos, ovinos e
suinos, direcionadas principalmente para agdes de sanidade de rebanho. No decorrer do estagio
foi também possivel contactar tanto com canideos, bem como com equideos, através de a¢Oes de

vacinacao, colocagdes de chips, entre outras.

Discriminando os casos com 0s quais contactei no decorrer do estagio, optei por uma descricao,
diferenciando as espécies e 0 nimero/tipo de casos/intervencdes vistas ou realizadas. Aquando da
descricao dos casos dos bovinos, optei por uma discriminagcdo mais detalhada dos casos e a¢Ges

realizadas por se tratar da espécie principal e com maior preponderancia sobre 0 meu estagio.

11



Acdes Veterinarias

= Canideos = Caprinos Equinos Ovinos = Suinos

Gréfico 1- A¢des veterinarias separadas por espécies

Em suma, no decorrer do estdgio, eu realizei 462 intervencdes veterinarias, repartidas por

canideos, caprinos, equinos, ovinos e suinos.

Tabela 1- AcBes veterinarias separadas por espécies

Espécie Intervencgdes Veterinarias

Canideos » Claudicagdo: 1 animal (Do membro
anterior esquerdo);

» Colocacdo de Microchip: 3 animais;

» Colheita de amostras sanguineas para
pesquisa de Leishmaniose: 4 animais;

» Vacinagdo antirrabica: 10 animais;

» Vacinagdo parvovirose: 1 animal.

Caprinos » Colheita de amostras sanguineas para
realizacdo de sanidade de rebanho: 15
animais;

» Colheita de amostras sanguineas para
pesquisa de agentes causadores de
abortos: 10 animais;

> Traumatismo craniano: 1 animal;

Equinos » Colocacdo de Microchip: 12 animais;
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> Resenha: 12 animais;

Ovinos » Colheita de amostras sanguineas para
realizacdo de sanidade de rebanho:
215 animais;

» Colocacdo de chip’s e brincagem: 50
animais

» Necropsia: 2 animais;

Suinos » Colheita de amostras sanguineas para
pesquisa Aujeszky e confirmagéo do
protocolo vacinal: 126 animais, entre

reprodutoras, marras e varrascos.

Bovinos

A érea e a espécie onde experienciei mais intervencdes no decorrer deste estdgio foram os
bovinos, neste caso em concreto em bovinos de aptidao leiteira. As intervencdes veterinarias
experienciadas foram principalmente realizadas no quotidiano de 2 vacarias. Estas permitiam

abranger praticamente todos os sistemas fisiolégicos do animal nas suas diversas areas.
Ao nivel do plano profilatico

As intervengdes prendem-se principalmente por acdes de vacinagdo direcionadas para patologias

dos sistemas respiratério e reprodutor e prevencao de patologias da glandula maméria.

Tabela 2- intervencdes profilaticas

Intervencoes veterinarias N° de animais
Vacinagdo para mastites 42
Vacinagdo para IBR e BVD 20
Necropsia 13
Recolha de amostras sanguineas em vitelos 82
para medicdo dos sélidos séricos totais

Ao nivel da clinica cirargica

Desde a op¢éo da decisdo de avancar para cirurgia através do diagnostico, a preparacdo do animal,

os procedimentos de anestesia, a preparagdo do campo cirdrgico, realizacdo da cirurgia e pés
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cirtrgico foi possivel acompanhar 20 casos. O maior nimero de cirurgias foi direcionado sobre o
aparelho digestivo, com a realizacdo de abomasopexia com acesso paralombar esquerdo. Outra
intervencdo cirdrgica que assumiu um numero relevante de casos foi a cesariana, com 3 cirurgias.
Dos 3 casos, dois episodios foram resultados do tamanho excessivo dos vitelos associado a ma
apresentacdo. O outro caso resultou huma ma apresentacdo do vitelo (apresentando-se torcido)
gue consequentemente, devido a compressao dos vasos e tecidos pelo esforco de entrada em

trabalho de parto levou a edema vulvar da progenitora.

Tabela 3- Intervencgdes cirlrgicas

Intervencdes Veterinarias N° de animais
Abomasopexia paralombar esquerda 12
Partos distocicos/Cesariana 3
Amputacdo de cauda 1
Drenagem de abcessos 4

Ao nivel dos casos clinicos com o0s quais contactei foi possivel contactar com quase todos 0s
sistemas dos bovinos. A apresentacdo da casuistica que contactei foi dividida pelas intervengdes
veterinarias consoante os aparelhos afetados ou &rea de intervengdo e os casos clinicos que

justificaram tais acoes:

Controlo reprodutivo: com o acompanhamento do veterinario residente das vacarias foi
possivel, através de visitas semanais com o preposito do controlo reprodutivo dos animais, a
palpacdo dos mesmos com o intuito de realizar a avaliacdo do periodo pds-parto, diagnosticos de
gestacdo nas suas diferentes fases e acompanhamento do estado e evolugdo reprodutiva dos
animais, tanto primiparos como vacas multiparas. Devido & implementagdo de um programa
reprodutivo no &mbito das duas vacarias, é também realizado a avaliacéo do sistema reprodutivo
dos animais, com estadiamento das diferentes fases do ciclo reprodutivo dos bovinos e

seguimento do protocolo implementado com controlo da atividade ovéarica dos animais.
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Tabela 4- intervencdes do foro reprodutivo

Casos clinicos N° de animais
Prolapso vaginal 1
Fetos mumificados 2
Metrites 67
Retencdo placentaria 22
Edema da vagina 4

Intervencg0es veterinarias N° de animais
Manobras obstetricias 19
Inseminacéo artificial 29
Colocacédo de medicacdo intra-uterina 22
Lavagem uterina 53

Aparelho digestivo: Devido ao grande nimero de vitelos em ambas as exploracdes, grande parte
das acOes realizadas recaem sobre estes, onde as diarreias neonatais encabecam a lista de casos

visualizados:

Tabela 5- casos clinicos do aparelho digestivo

Casos clinicos N° de animais
Diarreia neonatal 96
Reticulo-pericardite traumatica 1
Timpanismo gasoso 3
Acidose ruminal 17
Gastrite com evidéncia de melena 1
Enterite hemorragica 1
Indigestéo 6
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Tabela 6- intervences veterinarias sobre o aparelho digestivo

Intervencdes veterinarias N° de animais
Entubacdo oro-gastrica (vitelos) 3
Entubacdo  oro-gastrica  (vacas) para 28

administracdo de solugdes estimulantes da

ruminacao (ruminatorios)

Colocacgéo de acesso venoso e administracéo 17
de soro (vitelos)

Aparelho respiratério: ao nivel do aparelho respiratério a pneumonia assume a maior

frequéncia, tanto ao nivel de animais adultos como ao nivel de vitelos.

Tabela 7- casos clinicos do aparelho respiratério

Casos clinicos N° de animais

Pneumonia 12

Aparelho musculo-esquelético: ao nivel do aparelho musculo-esquelético foi possivel contactar
com diversos casos onde os animais apresentavam claudicag&o e dificuldade de deslocagdo. No
entanto, devido & falta de recursos, a avaliagdo da satde podal dos animais era feita por uma

empresa exterior a vacaria, sendo apenas realizada a manutencao ap0s 0s animais serem Vistos.

Tabela 8- casos clinicos do aparelho musculo-esquelético

Casos clinicos Ne° de animais

Fratura do membro anterior direito com 1

colocacéo de tala (vitelo)

Ulcera de sola 2

Dermatite interdigital 7

Glandula mamaria: apesar da implementacdo do plano profilatico, este ndo consegue abranger
nem é direcionado para todos os agentes devido ao nimero elevado de agentes etiol6gicos
passiveis de causar afeces ao nivel da glandula mamaria. Assim no decorrer do estagio foi

possivel contactar com alguns casos de mastites e com a sua abordagem terapéutica.
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Tabela 9-casos clinicos da glandula mamaria

Casos clinicos

N° de animais

Mastites

16

Com o acompanhamento diério das duas vacarias, foi me permitido o contacto com tarefas que
sd0 usuais, mas que assumem um papel preponderante para a salde das instalacdes. Foi me

também possibilitado a recolha de dados para a conclusdo da minha tese de mestrado, requerendo

a recolha de amostra dos animais ap6s estes concluirem o trabalho de parto.

Tabela 10- intervencGes veterinarias no &mbito da vacaria

Intervencdes veterinarias

N° de animais

Recolha de amostras sanguineas

100

Tratamento de dados e colocacdo no
programa informatico de gestdo da
exploracédo

Acompanhamento do processo de ordenha

Em suma, no decorrer do estdgio pude contactar com 260 casos clinicos sobre bovinos,

maioritariamente de aptidao leiteira.

Casos clinicos

4%

= Controlo Reprodutivo
Aparelho Respiratério

= Glandula Mamaria

Gréfico 2- Casos clinicos de bovinos

5% ‘

= Aparelho Digestivo

Aparelho musculo-esquelético




2. Introducao

Os avangos na nutricdo e no maneio do gado bovino de aptiddo leiteira minimizaram
significativamente os desequilibrios macro minerais na dieta capazes de causar deficiéncias
clinicas. No entanto, disturbios subclinicos perpetuam, em maior escala, a sua influéncia na saude
e desempenho das vacas leiteiras, consequéncia das adaptacdes hormonais e metabolicas
associadas ao periodo seco e ao inicio da lactagdo colocando em causa a homeostase dos animais
(Nevesetal., 2017). Com o avancar dos tempos, as vacas foram submetidas a uma intensa selecao
genética com o objetivo de aumentar a producdo leiteira. Porém estas melhorias genéticas estao
associadas a um aumento dos problemas a nivel da salde reprodutiva e produtiva das vacas. Os
bovinos de aptiddo leiteira, em alguma fase da sua vida produtiva experienciam um deficit
mineral, principalmente e com maior destaque na altura do parto. Em diversos casos esta caréncia
vai traduzir-se no surgimento de sinais clinicos ou subclinicos de hipocalcémia. Com maior
incidéncia nas primeiras duas a trés semanas de lactacdo, e com o parto aliado ao inicio e aumento
da lactogénese a constituirem enormes desafios fisiolégicos aos mecanismos homeostaticos da
vaca, 0 aumento da necessidade em calcio (Ca) na altura em torno do parto prende-se,
principalmente, com o crescente e subito aumento da atividade da glandula mamaéria (Goff, 2006;
Rodriguez et al., 2017). Considerada uma das fases mais criticas da lactacdo para uma vaca leiteira
(Horst et al., 2018),0 fator que impera é que a vaca peri parturiente sofre uma transicdo importante
na altura do parto, passando de um estado gestante ndo-lactante para um estado ndo-gestante

lactante.

A hipocalcémia clinica, também conhecida por paresia puerperalis, consiste num distlrbio
metabolico onde 0s mecanismos homeostéaticos e o suprimento dietético ndo conseguem manter
as concentragdes normais de Ca gerando assim uma caréncia mineral que se traduz na
incapacidade do animal se erguer (Horst et al., 2011). Etiologicamente falando, a hipocalcémia
ocorre principalmente devido ao inicio subito da producéo de leite que resulta numa deplegdo
aguda do Ca sérico ionizado devido a um aumento repentino da necessidade do aporte do mineral
para suprimento dos processos fisioldgicos. No parto, devido ao aumento abrupto da necessidade
de nutrientes associado aos seus efeitos hormonais e a expresséo de fatores de transcricdo, vai
originar perturbacdes significativas na homeostase mineral, condicionando diversas alteragdes
nas concentracdes minerais sanguineas das vacas durante o periodo pés-parto (Kincaid, 2008).
Porém, ha animais onde ocorrem falhas nos mecanismos de manutencdo e controlo da
homeostasia que vao resultar, posteriormente, numa deplecéo e deficiéncia de certos minerais que
colocam em risco a salde reprodutiva e produtiva das vacas de leite. Colocando em causa a
homeostasia dos sistemas vitais das vacas, o facto da diminuicéo da quantidade de Ca e do fésforo

(P) na altura do parto, e a necessidade continua dos mesmos, associada a uma maior demanda
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aquando do inicio da lactacdo levam a que a hipocalcémia em ambas as suas vertentes (clinica e
subclinica) devam ser consideradas as portas de entrada para diversas patologias que reduzem

substancialmente a produtividade dos animais e conduzem para diversas complicac6es futuras.

No entanto, o facto de os animais apresentarem niveis séricos de Ca inferiores aos valores de
referéncia ndo se traduz obrigatoriamente na ocorréncia de um caso de hipocalcémia clinica. O
facto da incidéncia da hipocalcémia clinica se traduzir numa percentagem baixa, onde,
estaticamente falando, estima-se que esteja presente em 5% dos animais, ndo significa que o
animal ndo possa apresentar niveis inferiores aos dos intervalos definidos de referéncia
(Rodriguez et al., 2017). Tal facto prende-se com a incidéncia de casos de hipocalcémia

subclinica.

A hipocalcémia subclinica consiste na diminuigdo dos valores de Ca sérico a niveis inferiores ao
intervalo de referéncia sem apresentar os sinais e sintomas clinicos normalmente apresentados
num quadro de hipocalcémia clinica. Com a presenc¢a de um quadro subclinico, diferentes autores
como (DeGaris & Lean, 2008; Rodriguez et al., 2017) defendem que existe uma diminui¢do da
capacidade de contragdo da musculatura lisa associada a uma diminui¢do da motilidade ruminal
e abomasal, reducdo da ingestdo de matéria seca e da producdo de leite no inicio da lactagéo,
predispondo os animais para o desenvolvimento de patologias do foro produtivo como mastites e

deslocamentos de abomaso.

Com a prevaléncia superior aos quadros da hipocalcémia clinica, os episédios colocam em causa
a saude reprodutiva da(s) vaca(s). A incidéncia da doenca representa importantes perdas
economicas nas exploragdes leiteiras de todo o mundo. Bibliograficamente, cada caso clinico de
“vaca caida” por hipocalcémia custa sensivelmente 200 euros ao produtor, sem somar 0s custos
das consequéncias que possam advir no futuro do animal (Neto, 2009). O valor acresce
substancialmente devido ao custo dos tratamentos, do refugo precoce, das mortes e das
complicagBes secundarias que podem surgir como atonia ruminal, mastite clinica, retengdo de
placenta, metrite, degeneracdo e necrose das células musculares (em especial membros

posteriores), pneumonia por aspiracao, etc.

O fator que impera € o facto da patologia ao ndo ser diagnosticada e posteriormente, o animal nao
receber qualquer tratamento direcionado, faz com que o futuro reprodutivo e produtivo do animal
seja colocado em “jogo”. Citando diversas fontes bibliograficas, a correlacdo negativa entre
diversos pardmetros reprodutivos como o corrimento vaginal e a involucdo uterina, a incidéncia
da caréncia mineral vai traduzir-se em perdas econémicas ao nivel reprodutivo. Por se tratar de
bovinos de aptiddo leiteira, pardmetros como os dias em aberto e 0 tempo de involugéo uterina e
posterior inseminacao/concec¢do sdo elementos chave para a salde econdmica das exploracdes.

Aliado ao fator da soma dos custos sobre os tratamentos que esses animais podem estar sujeitos

19



leva a que a hipocalcémia subclinica pese, € muito, na “satde” de uma exploragdo (Blaine et al.,

2015).

Inerente & diminui¢do do Ca no pool plasmatico sanguineo pode estar subjacente a caréncia de
outro mineral: o P. O controlo homeostatico destes principais minerais resulta de um equilibrio
intricado de entrada, saida e reciclagem de nutrientes, onde ambos sdo fornecidos ao animal,
principalmente pela dieta. O facto de serem controlados pelos mesmos mecanismos e estarem
interligados na homeostasia dos sistemas vitais dos bovinos leva a que a diminui¢éo do Ca possa

estar associada, concomitantemente com a diminuicéo do P.

Controlado de forma menos restrita pelos animais, 0 P pode ser um dos culpados para a
perpetuacao de um quadro de “vaca caida”, mesmo ap6s a implementagdo de qualquer forma de
tratamento. A acdo do P nos mecanismos de homeostasia do Ca pode passar despercebida, nunca
devendo ser descurada a interligacdo entre ambos o0s minerais, acabando por resolver

singularmente apenas uma das caréncias.
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3. Revisdo Bibliografica

O balango energético negativo e o desequilibrio mineral que os animais experienciam
precocemente no periodo pds-parto tém sido atribuidos a varios distdrbios, que comprometem a
produtividade da vaca leiteira. Com o inicio da lactogénese aliado ao stress que as vacas
experienciam relacionado com o periodo em torno do parto, provoca um estado de diminuigdo da
capacidade da resposta imunitaria colocando em causa 0s mecanismos responsaveis pela
producdo energética e homeostase mineral das vacas ( Koch, 2013 citando Horst et al., 2010).
Este periodo de transicdo, que inclui as trés semanas antes e depois do parto, é caracterizado por
um maior stress fisiol6gico e acarreta um risco elevado de alteracGes metabdlicas (Goff, 2008;
Mann, McArt, & Abuelo, 2019). As doencas metabolicas geralmente ocorrem quando o pico da
producdo esta além da capacidade das reservas do animal para sustentar as suas necessidades
metabdlicas especificas. Devido principalmente, ao inicio subito da lactacdo com a sintese de
colostro, existe um escoamento de Ca sanguineo com consequentemente um aumento brusco da
necessidade do aporte de Ca para suprimento das fungoes fisioldgicas das vacas (Mann et al.,
2019). A alta demanda de nutrientes imposta ao corpo pelo aumento da atividade da glandula
mamaria nos bovinos de aptiddo leiteira, no entanto nem sempre pode ser atendida, resultando na

predisposi¢do e/ou desenvolvimento de doengas metabdlicas, como a hipocalcémia clinica.

A hipocalcémia clinica consiste na diminuicdo da concentracdo de Ca ao nivel sanguineo,
conduzindo o animal a um estado parésico com manutencao de uma posi¢do de decubito esternal
e sem capacidade para se erguer. Representando consequéncias graves para futuro produtivo e
reprodutivo do animal, a hipocalcémia, em ambas as suas vertentes (hipocalcémia clinica e
subclinica) devem ser consideras as portas de entradas para diversas patologias que reduzem,
substancialmente, a produtividade dos animais. Devido a importancia que os minerais como 0
Ca, possuem na homeostasia dos sistemas vitais dos animais, constituindo-se como componentes
essenciais e necessarios para o normal funcionamento de uma ampla variedade de tecidos e
processos fisiol6gicos, ao atuarem como por exemplo, para a formacdo Ossea, contracdes
musculares, transmissdo nervosa, metabolismo energético, mecanismos de coagulacao do sangue,
e como segundo mensageiro que regula a acdo de um grande nimero de hormonas, leva a que 0s

vertebrados, mantenham a sua homeostasia com notavel precisdo (Almeida, 2010).

Devido & acdo que o Ca possui dentro dos sistemas vitais dos bovinos, onde influencia
diretamente 6rgdos como diafragma, rimen, pulmdes, glandula maméria, figado e Gtero, o estadio
pos-parturiente numa vaca, € caracterizado por altera¢cfes metabolicas drésticas que se podem
traduzir num aumento de incidéncia de doengas e diminuicdo da eficiéncia do animal.
Considerada uma “gateway disease”, a hipocalcémia, principalmente a subclinica, pode passar

despercebida por nem sempre se associar aos sinais clinicos que surgem. Por se tratar da forma
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subclinica e, portanto, mais dificil de diagnosticar, a hipocalcémia subclinica tem potencialmente
maior impacto econémico que a sua forma clinica, uma vez que afeta uma maior percentagem de
animais e fica muitas vezes por tratar (Oetzel, 2012). Com o diagnoéstico definitivo a prender-se
unicamente pela andlise e quantificacdo do Ca na amostra sanguinea, associado ao fator da
vertente subclinica, leva a que a deficiéncia mineral possa passar sem realizacao de diagnostico e

consequentemente de tratamento.

Por se tratar de uma porta de entrada para diversas patologias, a incidéncia da hipocalcémia
subclinica vai influenciar negativamente a vertente econdmica da(s) vacarias, justificando o

elevado nimero de estudos sobre Ca.

4, Caélcio

O controlo homeostatico sobre o ido Ca nos tecidos extracelulares € realizado de uma forma
exigente e pormenorizada, devido a importancia que o seu papel constitui na satde animal e em

especial destaque em bovinos de leite.

O i Ca desempenha um papel fundamental nos processos biolégicos de excitagdo
neuromuscular, coagulagdo sanguinea, atividade enzimdtica, excitacdo nervosa, libertacéo
hormonal, permeabilidade das membranas celulares e ainda é um componente estrutural do

esqueleto.
A reserva de Ca sérico é composta por trés diferentes formas:

e O Caionizado ou livre (50%)
e O Caque se encontra no sangue, ligado a proteinas, principalmente a albumina (40-45%)

e O Ca ligado a outros ides formando complexos anidnicos como o citrato de Ca e

principalmente, o fosfato de Ca (5-10%).

A forma ionizada é a Unica forma biologicamente ativa e a fracdo mais importante

fisiologicamente, representando cerca de 50% da reserva de Ca total (Almeida, 2010).

Cerca de 99% do reservatorio de Ca encontra-se nos dentes e 0ssos sob a forma de hidroxiopatite.
O Ca presente no 0sso encontra-se sob a forma de sais, principalmente CaHPO4 (fosfato bi-
calcico) e outros sais de Ca amorfos. O 0sso contém Ca permutavel que estd em equilibrio com a
concentracdo sérica de Ca. Assim que existem pequenas variagfes na concentracdo, o controlo é
feito numa primeira fase sem a agcdo hormonal, apenas, através da permuta de Ca com 0 0sso0, com

0 objetivo de reverter a situagdo (Koch, 2013).
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No decorrer da gestagdo, uma das etapas mais importantes é o processo de secagem das vacas.
No processo de secagem, as necessidades fisioldgicas de Ca e P sdo residuais. Durante esse peri-
odo, os requerimentos de Ca sdo minimos e passam maioritariamente pelas necessidades de Ca
ao nivel fetal e fecal que residem, sensivelmente entre 10 a 12 g de Ca/ d. Durante esse intervalo
temporal, os mecanismos de reposi¢do do Ca plasmatico estdo parcialmente ativos, suprimindo
as necessidades fisiologicas dos animais ( Horst et al., 2010). Este fator é um dos mais preponde-
rantes, aquando do combate a hipocalcémia.

Reduzindo a quantidade de Ca fornecida as vacas através da dieta, na altura da secagem e em
torno do parto, leva a que 0s mecanismos de controlo da homeostasia do Ca estejam ativos. Com
as necessidades sobre o mineral a serem residuais devido ao processo da secagem, faz com os
mecanismos fiquem ativos e consigam manter os niveis de Ca dentro dos intervalos de referéncia.
Na altura do parto a vaca deve disponibilizar cerca de 30 g de Ca por dia para o pool sanguineo.
Como consequéncia dessa subita necessidade de Ca, quase todas as vacas experimentam algum
grau de hipocalcémia, durante o primeiro dia apds o parto, uma vez que o intestino e 0 0sso pre-
cisam de um periodo de adaptacéo para suprimir as demandas da lactacdo. Em alguns animais, a
chamada de Ca, ao nivel mamario faz com que as concentracBes extracelulares e plasmaticas
diminuam para niveis que perturbam a fungdo neuromuscular, resultando num quadro clinico de
hipocalcémia (Blaine et al., 2015).

Com o inicio da lactacdo, os processos fisioldgicos precipitam-se e gera um aumento exponencial
das necessidades minerais. A cascata de reacOes, leva bruscamente ao aumento da necessidade do
suprimento de Ca e P que, por vezes, 0s animais ndo conseguem atender. Ao aumento da
necessidade, somado o facto da diminuicdo da ingestdo da matéria seca, proprio do periodo em

torno do parto, predispdem os animais para incidéncia de casos de hipocalcémia.

Apesar do elevado nimero de estudos sobre a hipocalcémia em vacas leiteiras, os valores de
normocalcémia nao sdo consensuais. Diferentes autores apresentam intervalos variaveis de

normocalcémia para os bovinos de aptid&o leiteira.
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Tabela 11- Intervalos de referéncia de normocalcémia para os diferentes autores.

Autores Intervalos de valores de Calcio para
animais normocalcémicos
(Rings, Rings, & Welker, 1997) 8.8a10.4 mg/dl
Mateus & Lopes da Costa (2002) citado por 2- 2,5 mmol/L ou 8-10 mg/dl
(Almeida, 2010)
(Divers & Peek, 2008) 2,13-2,5 mmol/L ou 8,5-10 mg/dl
(Goff, 2008) 2.1-2.5 mmol/L. ou 8,5 a 10 mg/dI
( Reinhardt et al., 2011) 8.42 a11.22 mg/dl
(Song, 2017) 8.8 a 10.4mg/dI
(Neves et al., 2017) > 8,5 mg/dl

Com os valores de referéncia variaveis dentro das diferentes referéncias bibliograficas, vacas com
niveis séricos de Ca total inferior a 8 mg/dl devem ser consideradas hipocalcémicas. Porém, o
facto de os animais apresentarem niveis séricos de Ca inferior a 8mg/dl ndo se traduz
obrigatoriamente na ocorréncia de um caso de hipocalcémia clinica. Devido a diversidade de
estudos sobre a incidéncia da hipocalcémia, permitiram aos veterinarios e produtores um correto
maneio dos animais de modo a diminuir os casos clinicos para valores residuais. A sua incidéncia,
estatisticamente estima-se que esteja presente em 1% a 5% dos animais (Caixeta et al, 2017; Sedd
etal, 2018) .

Com os niveis sanguineos de normocalcémia de aproximadamente 8 a 8,5 até 12 mg / dl, isto
significa que ha aproximadamente 3,5 g de Ca (Ca ionizado) em todo o pool de plasma de uma
vaca adulta com um peso de cerca de 600 Kg (Corbellini, 1998). Nos ultimos 60 dias, as
necessidades de Ca passam de cerca de 10 g/dia, para 15-20 g/diarios direcionados para o feto.
Coincidentes com o inicio da sintese de colostro, onde a concentracdo de Ca varia entre 2a 3 g
por litro produzido e aumento de contragdes musculares que advem do periodo do parto levam a

acentuacgdo da deplecdo aguda dos niveis de Ca sérico ionizado (Goff & Horst, 1997).

Tudo somado, um animal produzindo cerca de 10 L de colostro perde aproximadamente 23 g de
Ca, que foi transferido do sangue para a glandula mamaria. Isto significa que 10 vezes mais Ca
foi necessario do que a forma livre de Ca presente no plasma das vacas. Aliado as perdas que
estdo sempre inerentes no animal como as perdas urinarias e fecais, somente é possivel manter o
“pool” intercambiavel de Ca (70-80 g/dia) através de uma maior eficiéncia nos mecanismos de

controlo da homeostasia do Ca (Corbellini, 1998).
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Figura 1- Esquema de utilizacdo do célcio no periodo do peri-parto num bovino leiteiro de 600 kg
(adaptado de (Corbellini, 1998)

Os bovinos véo procurar, através de diversos mecanismos, a reposi¢do dos niveis minerais. Para
manter a normocalcémia em situacOes de necessidades tdo elevadas, a vaca necessita de mobilizar
dos locais de armazenamento, entre 20 e 30 g de Ca por dia nos primeiros dias de lactacdo. Para
tal, os mecanismos de aumento da absor¢&o intestinal e/ou aumento da reabsorcao 6ssea sdo em-
pregues, numa primeira fase, de modo a possibilitar ao animal o suprimento das suas necessidades
e 0 alcance dos niveis de normocalcémia. Para atender a demanda do corpo, o Ca ndo é apenas
absorvido pelo trato gastrointestinal, mas mobilizado também a partir das reservas no 0sso. A
guantidade de Ca que pode ser mobilizada rapidamente a partir de reservas corporais foi estimada
em 10 a 20 g, portanto, menos de 50% da necessidade diaria (Rings et al., 1997).

As alteracdes sdo tdo drasticas na altura do parto e as exigéncias demasiado elevadas que, apenas
um controlo enddcrino e metabolico muito eficaz permite a manutencdo da concentracdo
sanguinea de Ca dentro dos valores compativeis com o normal funcionamento do organismo.
Caso as vacas ndo consigam obter suficiente Ca através da mobilizacdo éssea ou da dieta de modo

a combater as perdas, estas irdo desenvolver hipocalcémia clinica ou subclinica.
4.1. Homeostasia do Calcio

Para reverter o estado de hipocalcémia, caso a situacdo ndo seja controlada numa primeira fase,

0s mamiferos irdo ativar por intermédio do seu sistema enddcrino, 0s mecanismos fisioldgicos
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onde através da interacdo de trés hormonas principais visam obter os niveis desejados de Ca no

Sangue:

e Paratormona (PTH);
e Calcitonina (CT);
o 1,25-di-hidroxivitamina D3 (1,25 D3).

Exercendo as suas ac¢des, principalmente e em maior grau, quando as reservas corporais do ido
diminuem significativamente, estimulam a absorcao gastrointestinal, a reabsorcéo ao nivel 6sseo
e a reabsorcao tubular renal para assim aumentar a sua atividade e consequentemente normalizar

os niveis de calcémia (Blaine et al., 2015).

O Ca plasmatico é controlado pelos esforgos coordenados das hormonas calcitropicas, PTH e 1,25
D3, ambas produzidas em resposta a hipocalcémia agindo com o intuito de aumentar a entrada de
Ca no reservatério plasméatico. Atuando sinergicamente, estas hormonas vdo controlar
estreitamente os niveis de Ca ionizado, promovendo sempre os valores de normocalcémia
favoraveis para os sistemas fisioldgicos dos animais. O controlo complexo do ido Ca prende-se
pelo equilibrio entre a estimulacdo da absorgdo por intermédio da hormona PTH e da 1,25 D3 e
o0 controlo da excregdo por parte da CT, interligando a sua acdo com a interagdo de outras
hormonas acessérias, como os corticosterdides, estrogénios, tiroxina, somatotropina e o glucagon

conseguindo a homeostasia do ido Ca debaixo de certas condicdes.
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Calcium Homeostasis

Bone Resorption 500 kg Cow
PTH ++ Diet
Calcitonin - *
1,25—-(0H) 2D + Intestine
Hypercalcemia - + 1,25-(0H) D +
Extracellular Calcium Pool
(8-10 g)
Plasma Calcium Pool
(2.5-3.0 g)
PTH -
Calcitonin +
1,25-(0H) ,D*
Milk Endogenous Urinary
(20-80 g/d) Fecal Loss Calcium Loss
Fetal Bone 5-8 g/d (0.2-1.0 g/d)
(2-7 g/d)

+ = Stimulates
~ = Inhibits

Figura 2- Esquemética da Homeostasia do Célcio (adaptado de(Reinhardt, Horst, & Goff, 1988)

4.1.1. Paratormona (PTH)

E a principal hormona responsavel pelo controlo e manutencdo da homeostasia do Ca e P.
Excretada pela paratiroide, com maior relevancia em situagdes de hipocalcémia, vai influenciar
diretamente as células-alvo no 0sso e rim, e indiretamente as do intestino, de forma a garantir um
nivel de normocalcémia sanguineo 6timo para a funcionalidade dos sistemas fisiologicos do

corpo.

A atuagdo da PTH visa o aumento da concentracdo plasméatica de Ca de trés maneiras:
diretamente, estimula a reabsor¢do Ossea e aumenta a absor¢do ativa de Ca ao nivel renal.
Indiretamente aumenta a absorc¢éo intestinal de Ca e P, atuado sinergicamente com 1, 25 D3 e

promovendo a sua formacéo (Blaine et al., 2015) .

Numa fase inicial, esta hormona vai atuar prontamente a nivel renal, aumentando a reabsorcao
através do filtrado glomerular. Ao nivel Gsseo, vai estimular a reabsor¢do do Ca 0sseo,
promovendo uma ativacao celular obtendo como resultado uma mobilizagdo de Ca ao nivel da
matriz 6ssea. As células secretoras de PTH vdo monitorizar a concentracdo de Ca, ao nivel do
pool plasmatico sanguineo, através de recetores presentes nas suas membranas plasmaticas.
Ligeiras variacbes, como a diminuicdo da concentracdo de Ca véo despoletar a produgéo

hormonal através do aumento da agdo da glandula paratiroide. Em casos de normocalcémia 0s
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recetores das células secretoras de PTH possuem os locais de ligacdo de Ca ocupados e a secre¢do
de PTH é basal (Reinhardt et al., 1988; Goff, 2006).

Os mecanismos homeostaticos dos animais, perante a presenca e manutengdo da caréncia mineral,
vao atuar primeiramente a nivel renal. Numa primeira fase, a absorcao e filtracdo do Ca € realizada
de forma passiva e livre ao nivel dos tubulos contornados proximais e em menor percentagem no
segmento ascendente da ansa de Henle. Consoante a manutencéo do deficit mineral, os animais
vao ativar os mecanismos homeostaticos para reverter a situacdo. Regidos pela acéo sinérgica da
PTH e 1,25 D3, os mecanismos de absorcdo e filtragdo do Ca ionizado, de maneira controlada,
ocorrem nos tubulos contornados distais e tlbulo coletor. Perante a presenca dos recetores para a
PTH, na superficie das estruturas, 0 aumento da producdo da hormona precipita um aumento da
expressao das proteinas envolvidas no transporte do Ca. O aumento de proteinas vai facilitar e
consequentemente aumentar e otimizar a reabsorcdo de Ca ao nivel renal (Goff, 2006).

Com a manutencdo da hipocalcémia, a glandula paratiroide vai hipertrofiar, promovendo uma
maior sintese e circulagdo da PTH, de modo a suprimir e responder as baixas concentra¢des do
mineral. Ao nivel 6sseo, a hormona vai promover a reabsor¢do 0ssea, atuando ao nivel dos
ostedcitos e osteoblastos como mecanismo para reverter o deficit mineral, inicialmente. Os
osteoblastos ao serem estimulados pela secre¢do hormonal v&o, intermediariamente, ativar a acdo
das citoquinas. As citoquinas tém como funcdo ativar e promover a reabsorcao ao nivel 6sseo por
intermédio dos osteoclastos pré-existentes e estimulam a diferenciagdo de novos osteoclastos a
partir das células progenitoras. Promovendo um estado de osteoporose lactacional, os animais vao
mobilizar as suas necessidades de Ca do maior reservatorio: Ca 6sseo (Goff, 2008). A acdo dos
osteoblastos e a ativacdo completa do sistema de absorcao leva varios dias a ficar completamente
ativada. A acdo dos ostedcitos, numa fase primitiva da hipocalcémia, permite ao animal uma
mobilizagdo imediata do mineral, permitindo a tentativa de um controlo da caréncia mineral,
numa fase mais precoce. Uma secrecdo de PTH prolongada pode resultar num aumento do nimero
de osteoblastos resultando num aumento da osteogénese assim como da reabsor¢do 6ssea. Como
a reabsorcdo 6ssea normalmente é superior & sua formag&o, vai traduzir-se numa mobilizac&o de
Ca (Koch, 2013).

Numa acéo indireta, a PTH vai estimular a absor¢éo intestinal de Ca e P, estimulando o aumento
da formagdo e a acdo da 1,25 D3 a nivel renal que posteriormente vai atuar como intermedidria,
no transporte ativo, ao nivel das células intestinais, promovendo a maior absorcdo de Ca. A
descida dos niveis de Ca com posterior associacdo do aumento dos niveis de PTH, vai estimular
a enzima renal 1-alfa-hidroxilase induzindo a sintetizacdo de 1,25 D3 (Divers & Peek, 2008). Esta

hormona vai melhorar a absor¢do ao nivel dos recetores localizados na por¢do superior do trato
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gastrointestinal, tornando o aproveitamento do Ca proveniente da dieta mais eficiente, ao nivel

do intestino delgado e prevenindo/diminuindo as perdas a nivel urinario.

4.1.2. Calcitonina

Secretada pelas células C da tirdide, esta hormona, de cariz peptidico, tem a funcdo de reduzir a
concentracdo de Ca ao nivel extracelular. Com a funcdo de diminuir a concentracdo de Ca
presente nos fluidos extracelulares, esta hormona vai atuar prontamente em duas vertentes. Vai
diminuir a atividade osteoclastica, estimulada pela a¢cdo da PTH aquando da diminuicao dos niveis
de Ca sanguineo, reduzindo os mecanismos que levam a reabsor¢do do Ca ao nivel da matriz

Ossea (Franga, 2013).

Numa outra vertente, vai reduzir a atividade osteoclastica e osteoblastica, inibindo a formacao de
novos osteoclastos, privilegiando o equilibrio entre a mobilizacdo e deposi¢do de Ca, ao nivel

0sse0.

Devido a funcdo de combater o estado hipercalcémico, na concentragéo dos fluidos extracelulares,
diferentes autores referem esta hormona como antagonista da PTH.

4.1.3. Vitamina D 3 (1,25 dihidroxicolecalciferol)

Sintetizada principalmente através da a¢do da exposicao solar da pele aos raios UV, onde a agdo
dos raios solares converte um metabolito presente nas células epidermais num promotor da vita-
mina D, transformando esta em 1,25 D3. Posteriormente a este circulo, o metabolito resultante da
exposicdo solar é convertido enzimaticamente, no figado, em 25-hidroxivitamina D, a principal
forma circulante de vitamina D, onde de seguida sofre um processo de hidroxilisacéo pela enzima
la-hidroxilase no rim, passando assim para 1,25 (OH) D2, a forma biologicamente ativa de vita-
mina D ao nivel renal (Divers & Peek, 2008).

Através da sua forma ativa, a vitamina D vai, principalmente, exercer a sua funcdo ao nivel de
duas areas. A acdo primaria, da 1,25 D3 é promover a absorcdo de Ca, ao nivel intestinal. Esti-
mulando a formacé&o de proteinas de ligacdo ao Ca dentro das células epiteliais intestinais, mais
propriamente localizadas na bordadura em escova, esta enzima vai potenciar o transporte ativo de
Ca para pool plasmatico, promovendo o0 aumento da concentracdo e uma maior eficiéncia e faci-
lidade na difusdo e transporte do mineral (Song, 2017).

Ao nivel 6sseo, a 1,25 D3 aumenta a reabsorcdo dssea induzindo células-tronco monociticas,
presentes na medula Ossea, a diferenciarem-se posteriormente em osteoclastos. Também vai
exercer a sua acdo ao nivel dos osteoblastos, estimulando estes a produzir citoquinas e outros
fatores que influenciam a atividade osteocléstica. Influenciando o aumento da osteogénese e a
promogéo da criacdo de osteoclastos vai conduzir a uma maior “captura” de Ca, por intermédio

da reabsorcdo proveniente da matriz 6ssea.
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Em menor escala, a acdo da 1,25 D3 promove a menor excre¢do de Ca e do P, através das fezes
e urina, favorecendo o refor¢o da reabsor¢do tubular renal de Ca, embora a quantidade total
recuperada desta forma ndo seja muito significativa, uma vez que a excrecao renal de Ca é muito
reduzida. Ainda assim, vai conduzir a um maior reaproveitamento ao nivel dos metabolitos
resultantes da dieta. (Goff, 2008).

Parathyroid
D _glands_
( - YV
(Negative) PTH (Mild inhibitory) 25-Hydroxylase
. g

Ca and

I
'

|

' phosphorus Ca reabsorption

X resorption

{imene i Ca and phosphorus
absorption

Figura 3- Esquema da Homeostasia do Célcio(adaptado de (Song, 2017)

Sintetizando o esquema, a hormona PTH, é a mais influente no controlo da homeostasia do Ca.
A diminui¢do do Ca do pool plasmatico estimula a glandula paratiroide para a producéo de PTH.
Por sua vez a PTH vai atuar, diretamente a dois niveis. A nivel dsseo, promovendo a reabsor¢do
do Ca da matriz 6ssea e a nivel renal, promovendo um maior aproveitamento do Ca proveniente

da filtragdo renal.

Indiretamente, vai promover a formagéo e excre¢do da enzima 1-alfa hidroxilase, produzida ao
nivel renal. Esta vai permitir a formagdo da 1,25 D3 favorecendo o processo de hidroxilisag&o.
Posteriormente, 0 metabolito ativo da 1,25 D3 vai promover uma maior e mais eficiente absorcdo
de Ca ao nivel intestinal, aumentando as proteinas transportadoras de Ca nos locais de absorcéo,

ao nivel intestinal.

Com a manutengdo dos niveis de normocalcémia, os mecanismos estdo latentes, com a secrecao
de PTH a atingir um valor basal. Com a diminui¢do dos valores de calcémia, 0 mecanismo de

feedback negativo é novamente anulado, desencadeando, novamente 0 processo.

4.2.Sinais clinicos de hipocalcémia
Quando os mecanismos homeostaticos das vacas ndo conseguem reverter a caréncia em Ca, 0s
animais hipocalcémicos demonstram um quadro de sinais clinicos que tém tendéncia para se

agravarem com o decorrer do tempo. Caso os valores de calcémia ndo sejam repostos o mais
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imediato possivel o prognostico do animal torna-se reservado, sendo a instauracéo de tratamento

considerada uma emergéncia.

Os sinais apresentados pelo animal sdo mais evidentes num caso de hipocalcémia clinica, pois, a
sua forma subclinica pode passar despercebida aos olhos do produtor por ndo serem claros e,

possivelmente, estarem associados a outras patologias.

A medida que o tempo passa e se concomitantemente permanecerem sem tratamento, comegam
a desenvolver, inicialmente, um quadro de hipersensibilidade, inquietacdo e excitabilidade
(Divers & Peek, 2008) abanar constantemente as orelhas, passando posteriormente para uma fase

em gue ndo se conseguem manter de pé derivado da fraqueza muscular progressiva.

Os animais comecam a apresentar sinais e sintomas de depressdo e anorexia, pupilas dilatadas
com pouco ou nenhum reflexo a luz e a cabeca virada para o flanco. A capacidade de regulagdo
da temperatura corporal vai gradualmente reduzindo e a circulagdo periférica vai diminuir a sua
atividade levando ao arrefecimento das extremidades (Divers & Peek, 2008). A medida que a
hipocalcémia se vai desenvolvendo, a frequéncia cardiaca vai aumentando devido a diminuicao
do débito cardiaco resultante da reducdo do retorno venoso, e enfraquecimento do musculo
cardiaco. Segue-se a fase comatosa com flacidez muscular associada, sendo o pulso quase
indetetavel apesar dos batimentos cardiacos rondarem os 120 batimentos por minuto (BPM). A
morte pode ocorrer dentro de 12 horas do inicio dos sinais clinicos de hipocalcémia, devido a
asfixia secundaria que ocorre resultado do timpanismo ou devido a colapso cardiovascular (Divers
& Peek, 2008).

A evolugdo da hipocalcémia clinica pode ser dividida em trés estadios: ( Rings, etal., 1997; Divers
& Peek, 2008)

Estadio 1 — Vaca com capacidade de se levantar, no entanto apresenta desequilibrio, excitacao,
tetania, hipersensibilidade e tremores musculares. Este estado é caraterizado pela apresentacao de
um comportamento letargico. A vaca ndo apresenta uma temperatura febril. As extremidades

(especialmente as orelhas) podem estar frias e as pupilas podem estar dilatadas.

Estadio 2 — caracterizado por um estado parésico, associado a depressdo. Pode haver tremores
musculares, ranger de dentes e incoordenacgdo. A vaca pode ficar muito excitavel e hiperestética.
As extremidades estdo frias, assim como a temperatura rectal abaixo do normal. Existe uma
marcada diminuicdo da intensidade de contracdo cardiaca, diminuicdo dos sons e aumento da
frequéncia (cerca de 80 BPM). O reflexo pupilar é incompleto ou ausente e o diametro pupilar

estd normal ou aumentado.

Estadio 3 — Vaca em decubito lateral, com o0 pesco¢o com curvatura em S, em estado comatoso.

As vacas afetadas ndo urinam nem defecam, e o reflexo anal é perdido. As pupilas estdo dilatadas
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e o focinho esta seco. A temperatura esta ainda mais baixa, 0s sons cardiacos quase inaudiveis
com frequéncias elevadas (cerca de 120 BPM). Normalmente ocorre timpanismo ruminal com
regurgitamento do seu conteido. Sem tratamento, alguns animais conseguem-se manter vivos
durante algumas horas, mas o seu prognostico é reservado e por fim conduz a morte por
insuficiéncia respiratéria como resultado do timpanismo ruminal que vai consequentemente
comprimir o diafragma ou inalacdo do conteddo ruminal. A progressao para o estagio final pode

levar até 24 horas.

4.3. Fatores predisponentes a incidéncia de hipocalcémia

O surgimento de casos (clinicos ou subclinicos) de hipocalcémia podem ser causa de diversos

fatores predisponentes a incidéncia da caréncia mineral.

Os fatores principais residem em causas metabdlicas, na ra¢a, idade e nimero de partos do animal

e principalmente na dieta que é disponibilizada aos animais.

4.3.1. Fatores metabdlicos

A alcalose metabolica predisp6e as vacas para a incidéncia da hipocalcémia. O estado de alcalose
metabdlica inibe a resposta homeostatica dos animais, a atuacdo da PTH. (Goff, 2008) defende
que a conformacdo do recetor para a hormona PTH é alterado durante o estado de alcalose,
contribuindo assim para tornar os tecidos menos sensiveis e responsivos a atividade hormonal.
Falta de responsividade & PTH pelo tecido dsseo dificulta a utilizagdo e re-captagdo eficaz do Ca
06sseo, impedindo a ativagdo osteoclastica e aumento da reabsorcéo 6ssea. Também contribui para
colocar em causa a resposta renal a acdo hormonal, reduzindo a reabsorcéo de Ca a esse nivel.
Por consequéncia, a diminuicdo da resposta renal traduz- se na impoténcia dos rins para a
conversdo de 25-hidroxivitamina D em 1,25 D3, colocando em causa 0 aumento da absor¢do de

Ca proveniente da dieta ao nivel intestinal (Goff, 2008).

Dentro dos fatores metabolicos, o estado de hipomagnesiémia contribui para uma maior
incidéncia de hipocalcémia. Numa fase inicial, o deficit em magnésio leva a uma menor secrecao
hormonal por parte da paratiroide em resposta a deficiéncia em Ca. Secundariamente, contribui
para a reducdo da sensitividade dos tecidos para responder a atuagdo hormonal, reduzindo assim
a resposta a PTH (Koch, 2013 citando Jesse P. Goff, 2008).

4.3.2. Raga

A raca tem influéncia no aparecimento e incidéncia da hipocalcémia na medida em que animais
com maior aptidao leiteira que produzem um leite e colostro com maior concentracdo de Ca, sdo
mais predispostos para um maior deficit e necessidade de Ca devido a sua libertagao através da
glandula mamaria aquando do inicio da lactogénese. Animais da raca Vermelha Sueca e da raca

Jersey estdo mais predispostos para uma maior incidéncia, consequéncia da maior quantidade de
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Ca no colostro e leite € aliado ao facto de uma menor quantidade de recetores intestinais para a
1,25 D3. (Horst et al., 2010) refere que animais da raca Jersey possuem uma menor quantidade
de recetores intestinais para 1,25 D3, comparativamente com vacas Holstein com idade mais

avancgada. Menor quantidade de recetores traduz-se numa perda da sensibilidade nos tecidos-alvo.

4.3.3. ldade e nimero de partos

Diferentes autores defendem que animais multiparos e consequentemente com uma idade mais
avancgada estdo mais predispostos para a incidéncia de hipocalcémia. Inerente ao mecanismo de
acdo da idade na hipocalcémia estd subentendido a diminuicdo/ deterioracdo da resposta a acdo
hormonal. Esta reducdo deve-se a diminuicdo, gradual, da capacidade de mobilizacdo de Ca dos
reservatorios (por exemplo, ésseo) fazendo face aos aumentos repentinos da necessidade de Ca
aquando do inicio da lactacdo. Uma menor resposta dos mecanismos homeostaticos a agdo
hormonal aliada a uma menor quantidade de recetores hormonais nos locais de maior absorcao,
predispdem as vacas para uma menor capacidade de mobilizagdo de Ca das suas reservas
corporais em situacOes de stress mineral (Horst, et al., 2010). Concomitantemente, a medida que
as vacas envelhecem, a producdo de leite aumenta (especialmente até a quarta lactacdo), o que
resulta numa maior necessidade e demanda por Ca (Horst et al., 2010).

4.3.4. Alimentacgéo

O fator da alimentagdo, no mecanismo de a¢do da hipocalcémia esta interligado com a influéncia
dos fatores metabdlicos. Animais num estado de alcalose metabdlica apresentam menor
responsividade a acdo hormonal, que exercem o controlo sobre a homeostasia do Ca. A
alimentagdo dos animais pode ser manipulada de diferentes pontos de vista de modo a facilitar a

acdo dos mecanismos homeostaticos do animal face aos deficits minerais.

Existem duas possibilidades, frequentemente utilizadas, de manipulacdo do arragcoamento para
combater o deficit de Ca. A primeira vertente passa pela diminui¢do da gquantidade de Ca na
formulacdo, em animais no periodo seco e no pré-parto, de modo a que 0S mecanismos
homeostaticos controladores dos valores de calcémia fiquem previamente ativados, podendo
reverter, de um modo mais imediato e prontamente, qualquer deficit de Ca que possa ocorrer,

durante o periodo critico.
Numa diferente vertente sucede a instauracdo de uma dieta anionica.

O principio das dietas anidnicas reside na adicdo de um maior nimero de anides a dieta face a
quantidade de catiGes presentes, que consequentemente, causa uma perturbacdo no estado acido-
base do animal, desequilibrando o balango dietético catides-anides com o prep6sito de atingir um
estado de acidez metabdlica (Heinrichs, 1996). Uma diminui¢do no pH sanguineo das vacas para

um estado metabdlico de acidez, leva a redugdo do pH do sangue e da urina. Esta diminuicdo
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facilita a acdo da PTH, aumentando a responsividade dos tecidos a acdo hormonal. A adi¢do de
anides a dieta aumenta concomitantemente os niveis osteoclasticos estimulando a reabsorcao
Ossea (Horst et al., 2010).

5. Fosforo

O P, é um macro mineral essencial para a homeostasia dos sistemas vitais das vacas, possuindo
inimeros papéis na fisiologia dos bovinos leiteiros, onde esta presente, maioritariamente, nos
0ss0s e dentes, caracterizando-se como o0 segundo componente mais importante apenas atras do
Ca, proporcionando a estas estruturas e tecidos a rigidez e estabilidade caracteristicas. A sua
forma, biologicamente ativa é inorganica, denominada de fosfato, com a férmula quimica PO4,
encontrando-se usualmente sob esta forma no animal (Song, 2017).

Ambos os minerais, Ca e P, sdo fornecidos aos animais através da dieta, onde a sua absor¢édo é
regulada em alto grau para Ca e, em menor grau, para P. A perda irreversivel desses minerais, dos
pools mais ativos do animal (extracelular e plasmatico) ocorre, principalmente, através da perda
fecal enddgena, perda urinéria, perdas direcionadas para o feto promovendo o crescimento mus-
cular e 6sseo e na producdo de leite. Principalmente disponibilizado ao animal através da dieta, o
balanco de P em ruminantes adultos é determinado, principalmente pela regulacéo da digestao de
P, retencdo de P no leite e regulacdo da permuta de P entre sangue e 0sso. Nestes, a reciclagem
através da salivagdo é um dos fatores mais preponderantes, que determina o balancgo e equilibrio

entre a absorgdo e a excre¢do do P (Griinberg, 2014).

5.1. Papel do fosforo na fisiologia dos bovinos de leite

O P é componente essencial na integridade celular, na medida em que constitui uma parte integral
dos fosfolipidos presentes e que formam as membranas celulares. O P integra a estrutura das
fosfoproteinas, dos acidos nucleicos como DNA e RNA e de moléculas de transferéncia de ener-
gia, como ATP. Constitui um componente essencial no sistema tampéo acido-base, funcionando
como um tampdo eficaz em fluidos biolégicos, como citosol, urina ou liquido ruminal, contribu-
indo para a manutencédo do equilibrio &cido-base no organismo (Goff, 2006; Grlnberg, 2014) .
No final da gestacdo, o P presente no pool sanguineo, pode diminuir, precipitadamente, & medida
que o crescimento do feto acelera e remove quantidades substanciais de P da circulagcdo materna.
No inicio da lactacdo, a producéo de colostro e leite atrai grandes quantidades de P para fora dos
reservatorios extracelulares. O conjunto de todos estes fatores resulta uma descida repentina nos
niveis de P.

Assim, o controlo preciso da nutri¢do de P torna-se crucial numa fase pés parturiente, para otimi-
zar o desempenho e satde dos bovinos leiteiros, como tal a manutengéo dos niveis de homeostasia

do mineral passa pela conservacgdo e reciclagem, através de reabsorcdo dssea, conservacdo ao
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nivel renal e particularmente para P, retorno ao intestino através da saliva (NRC, 2001; Reinhardt
etal., 2011).

5.2. Fisiologia do fosforo

Durante o final da gestacdo, o desenvolvimento do esqueleto fetal retira cerca de 10g de P por
dia, onde cerca de 0,3 g de P é incorporado em cada kg de tecido corporal (musculo) adquirido
durante o crescimento do animal. Associado ao inicio e producdo de leite, a glandula mamaria
contribui consideravelmente, para as perdas diarias de P. Com concentracGes de P no leite a vari-
arem entre 0,7 e 1,3 g/ L as perdas diarias de P através da glandula mamaria podem facilmente
exceder 40g. Assim, a glandula mamaria e a lactogénese constituem um desafio aos mecanismos
reguladores da homeostasia do P (Klop et al., 2015). Como a eficiéncia da utilizacdo de P pelos
bovinos leiteiros é definida pela quantidade de P incorporada na producdo do leite e focalizada
para o crescimento do corpo em relacdo a quantidade de P ingerida fornecido pela dieta, qualquer
variacdo na retengdo de P no leite é um fator significativo na determinacéo da eficiéncia das vacas
leiteiras de alto rendimento.

Com a concentragdo plasmatica para os niveis normais de P a residir no intervalo de 4 a 8 mg/dl,
a bibliografia defende que animais mais jovens e em desenvolvimento, como por exemplo novi-
Ihas primiparas, devem residir dentro do intervalo de 6 a 8 mg/ dl enquanto para animais adultos,
o0 intervalo reside entre os 4 to 6 mg/dl. Esta diferenciagdo nos valores dos intervalos reside no
facto que animais em crescimento possuem mais P em circulacdo, derivado da formacao 6ssea e
muscular (NRC,2001).

A maior parte do P fornecido aos bovinos provém da dieta disponibilizada, sendo absorvido prin-
cipalmente ao nivel do intestino delgado. O transporte passivo pode ocorrer quando a concentra-
cao de P na dieta dos animais é muito elevada, ocorrendo logo no inicio do intestino delgado. Em
situacdes de baixa concentracdo de P, o transporte ativo é feito pelos co-transportadores de sodio
(Na) e P, especialmente no jejuno e ileo. O P inorganico é assim transportado através de todos os
tipos de membranas celulares, por transporte ativo acoplado ao Na.

Esses co-transportadores vao mediar o transporte de P no trato gastrointestinal e a reabsorcédo de
P inorganico nos tubulos renais proximais (Klop et al., 2015).

A absorcao de fosfato pode ocorrer em todas as seccdes do rimen e no intestino delgado e grosso,
mas a maior parte da absor¢do ocorre no duodeno e no jejuno dos ruminantes. A absorcao de
fosfato geralmente esta diretamente relacionada ao suprimento de fosfato potencialmente absor-
vivel no lumen do intestino delgado.

Um dos papéis mais preponderantes na manutencdo dos niveis normais de P no pool sanguineo
passa pela acdo das glandulas salivares. O P enddgeno excretado pelas glandulas salivares através
da saliva, torna-se disponivel no rimen para utilizacdo da flora microbiana ruminal pode, poste-

riormente, ser absorvido ao longo do trato gastrointestinal (Grunberg, 2014). Possibilitando aos
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animais um controlo dos niveis excessivos de P no pool sanguineo a maior parte deste P secretado
é reabsorvido, posteriormente ao retorno ao intestino delgado por intermédio dos mecanismos de
ruminacao.

A homeostasia do P rege-se por principios fisioldgicos semelhantes a fisiologia do Ca. A caréncia
deste mineral, comparativamente associada com a deficiéncia em Ca, vai estimular a acao e
producdo hormonal de PTH e 1,25 D3. Paralelamente a producdo da CT na fisiologia do Ca, no
P ocorre a producdo de um grupo de substincias designadas “fosfatoninas” com uma funcdo

preponderante e abrangente sobre toda a homeostasia do P.
Assim os mecanismos fisioldgicos do P sdo mantidos, principalmente pela acdo de 3 hormonas:

e Paratormona (PTH);

e 1,25-di-hidroxivitamina D3(1,25 D3);
e Fosfatoninas (FGF23).

5.2.1. Paratormona (PTH)

A PTH tem, novamente, um papel crucial na manutencdo dos niveis da homeostasia mineral.
Mantendo o controlo, de uma forma, néo t&o restrita sobre o P, esta hormona vai ser principal-
mente secretada durante periodos de stress, causado pelos niveis de Ca, exercendo uma acgao se-
cundaria, mas preponderante sobre os niveis homeostaticos de P.

Focando a atencéo no P, mas sem poder descurar a agdo do Ca nesta equacao, os niveis de hipo-
calcémia véo estimular a paratiroide para uma produgdo de PTH em maior grau, comparativa-
mente aquando da caréncia em P. O deficit vai estimular a producdo hormonal aumentando o0s
niveis de PTH em circulagdo. Este aumento vai produzir um controlo sobre a homeostasia do P
através de 2 a¢bes: numa primeira fase a acdo hormonal passa pelo aumento da excrecéo de P
através da urina e saliva. Este aumento da eliminac&o do mineral pode parecer contraditério, numa
fase onde se procura a manutencdo e aumento dos niveis de P no pool sanguineo e onde a excre¢do
renal e salivar de P, pode ser prejudicial & manutencdo de concentragdes normais de P no sangue.
No entanto, a excre¢do ao nivel salivar constitui uma das a¢bes mais preponderantes na manuten-
cdo da homeostasia dos mecanismos fisiologicos do P nas vacas e prevencao de casos de hiper-
fosfatémia. O aumento da segregacao de PTH em resposta a diminui¢do da calcémia vai promo-
ver a mobilizacdo de Ca do 0sso, liberta também grandes quantidades de P (Almeida, 2010). Para
controlar a situacdo, a hormona vai estimular a excrecdo salivar de P, onde as glandulas salivares
removem entre 30 a 90 g P do pool extracelular, diariamente. Assumindo uma producdo salivar,
diaria, de aproximadamente 230 L em vacas lactantes adultas, a excrecdo salivar de P pode ser
estimada entre 25 e 100 g de P por dia (Reinhardt et al., 1988; Goff, 2006). O P removido do

reservatorio extracelular previne que o animal desenvolva um caso de hiperfosfatémia. Porém,
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vai ficar disponivel para os bovinos o reaproveitarem, por intermédio do processo de ruminagao.
Através deste, as vacas conseguem voltar a captar o P, perdido do pool extracelular, devido ao
retorno da matéria resultante da ruminacéo, conjugada com a saliva excretada, rica em P. Vol-
tando a realizar a digestdo sobre o0 material da ruminacéo, as vacas conseguem assim reaproveitar
grande parte do P excretado pelas glandulas salivares, permitindo ao animal a re-captacdo do P
no local de maior facilidade de transporte para o pool sanguineo. A acdo da PTH sobre este me-
canismo homeostéatico fica completa com a promocao e aumento da excre¢do de P ao nivel urina-
rio e fecal. Favorecendo a eliminacdo do P, o excedente e o0 P que ndo é captado por intermédio
do regresso da ingesta do processo de ruminacdo é libertado do animal pelas fezes e urina, asse-
gurando a manutencao e controlo dos niveis de P, prevenindo um quadro de hiperfosfatémia.
Numa outra vertente, a acdo hormonal, vai desencadear a mobilizagéo de P proveniente do 0sso,
estimulando, paralelamente ao Ca, a a¢do osteoclastica e osteoblastica, visando o aumento da
reabsorcao 6ssea. Porém o P absorvido do reservatorio 6sseo, ndo contrariaria o que é excretado
ao nivel salivar, tendo esta acdo um papel pouco preponderante na homeostasia dos animais
(Grunberg, 2014).

A acdo da PTH pode, numa vertente secundaria e indireta, estimular o rim para produzir 1,25 D3,
que eventualmente, pode aumentar a eficiéncia da absorcédo intestinal de fosfato corrigindo a
hipofosfatémia. No entanto, deve ser lembrado que o PTH é secretado, maioritariamente, em

resposta a hipocalcémia, ndo a hipofosfatémia (Griinberg, 2014).

5.2.2. 1,25-di-hidroxivitamina D3 (1,25 D3)

O papel mais preponderante na homeostasia do P passa pela agéo da 1,25 D3. Sob condigdes de
hipofosfatémia, os niveis plasmaticos de 1,25 D3 vao subir, desencadeando uma agéo direta na
estimulacdo do transporte de fosfato intestinal e aumento ao nivel sanguineo (Reinhardt et al.,
1988; Goff, 2006).

Exercendo duas fungdes relevantes sobre o controlo dos niveis de P, a 1,25 D3 promove a efici-
éncia e aumento da absorcéo de P, principalmente ao nivel intestinal e nos locais de maior capta-
¢do do mineral.

O P é primariamente absorvido no intestino delgado por transporte ativo. Difundindo-se através
do meio intracelular até a membrana basolateral das células do epitélio intestinal, principalmente
por intermédio de um canal onde, acoplado a bomba Na / Potassio (K) ATPase, 0 seu transporte
é facilitado, promovendo a passagem do P através da membrana para os fluidos extracelulares. A
hormona 1,25 D3, através dos recetores da vitamina D, localizados ao nivel dos locais de absorcéao
vai promover a transcri¢do de proteinas co-transportadoras, que vao intermediar o transporte de
fosfato acoplado ao Na (Jesse P. Goff, 2018). Estimulando a acéo e eficiéncia desse mecanismo

a 1,25 D3 promove, paralelamente a homeostasia do Ca, 0 aumento das proteinas transportadoras
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nos locais de maior absorgéo. Contrariando o gradiente de concentracdo, o P vai se interligar ao
Na e através dos co-transportadores, vao mediar e facilitar o transporte de P no trato gastrointes-
tinal (Klop et al., 2015). A eficacia da absorcdo de P intestinal pode, em teoria, ser regulada
durante os periodos de deficiéncia pois a producao renal de 1,25 D3 é diretamente estimulada por
um nivel de P muito reduzido.

Numa outra vertente, aumenta a reabsorcao renal de P pelo aumento da atividade do transportador
de Na/P ao nivel renal. Diminuindo a excrecdo do mineral, vai permitir ao animal um maior apro-
veitamento do P disponivel e uma maior e mais eficiente reabsorcéo de P inorganico nos tubulos
renais proximais (Goff, 2018).

Secundariamente, influencia a secrecdo de PTH através de um mecanismo de feedback negativo,
onde os niveis de deficit mineral despoletam a a¢cdo hormonal e desencadeiam o mecanismo de
acdo da glandula paratiroide. Cessando a secre¢do da PTH previne a excre¢do de P pelos meca-
nismos de acédo das glandulas salivares e a nivel renal e fecal, favorecendo uma maior captagéo e

manutencdo dos niveis de normofosfatémia.

5.2.3. Fosfatoninas

Paralelamente a homeostasia do Ca, na homeostasia do P existe um grupo de substancias que
influenciam todo o mecanismo de controlo dos niveis de P. O aumento, ao nivel sanguineo, de
fosfato vai levar os ostedcitos e osteoblastos a secretar uma hormona peptidica denominada fator
de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23). Ao nivel dos mecanismos homeostéaticos do P, esta
hormona peptidica vai desenrolar um papel, onde vai influenciar todos as hormonas “em jogo”.
Prevenindo os niveis de hiperfosfatémia, vai promover a fosfatdria, modulando a reabsorcao tu-
bular e favorecendo a excrecédo de P a nivel renal na procura dos niveis homeostaticos de fosfaté-
mia.

Ao nivel dos mecanismos de acdo da 1,25 D3 vai diminuir a sua producao, inibindo todo o pro-
cesso de sintese e formagao da 1,25 D3 ao inibir a atividade da enzima la-hidroxilase. Vai igual-
mente estimular a atividade da 24-hidroxilase, levando a inativacdo da 1,25 D3. Todas estas agdes
vao promover a diminuigéo da 1,25 D3 e indiretamente a absorcéo intestinal de fosfato, uma vez
que esta é dependente de 1,25 D3 (Silver et al., 2012)

Ao nivel da PTH, vai inibir a sua excrecao atraves da repressao da transcri¢cdo do gene da PTH e
da inibic&o da secrecdo da paratiroide. Inibindo a sua secrecéo, vai indiretamente, suspender 0s

mecanismos de absorcdo de P promovidos pela hormona PTH.
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Phosphorus Homeostasis

500 kg Cow
Bone Resorption Diet
PTH + +
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Milk Endogenous Urinary Salivary —
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+ = Stimulates
— = Inhibits

Figura 4- Esquematica da Homeostasia do Fosforo (adaptado de (T. A. Reinhardt et al., 1988)

5.3. Célcio vs Fosforo

O Ca ¢ o principal mineral nos mecanismos fisioldgicos dos bovinos leiteiros. Estes procuram,
através de um controlo rigoroso a manutengdo dos niveis sanguineos de normocalcémia com o
principal objetivo de manutengdo da homeostasia fisioldgica do animal. No entanto, o mineral P
possui um papel preponderante nas vacas leiteiras. O facto de entrar em diversos mecanismos
interagindo em diferentes pardmetros fisiol6gicos traduz assim o seu peso na homeostasia dos
animais. Assim estes procuram a regularizacdo e manutenc¢do dos seus niveis de forma rigorosa.
Com a importancia que ambos 0s minerais possuem na homeostasia dos bovinos leiteiros é
extremamente dificil descurar a interligacdo entre o Ca e P no equilibrio dos sistemas vitais dos
animais. Regidos pelos mesmos mecanismos homeostaticos e acdo hormonal a interligacdo entre
ambos 0s minerais ndo pode assim ser descurada, principalmente aquando da altura de instauracao

e eleicdo do tratamento, caso este se justifique.

Devido a ligacéo entre ambos, pequenas oscilagdes dos niveis de Ca vao se traduzir em alteracoes
nos niveis de P e vice-versa. Supdem se que os niveis de Ca num bovino leiteiro, coincidentes
com um caso de hipocalcémia, possam influenciar diretamente os niveis de P. Tal afirmag&o rege-
se com o facto da acdo dos mecanismos fisioldgicos de ambos 0s minerais serem semelhantes e
principalmente, serem controlados através da acdo das mesmas hormonas. Uma das principais

hormonas em ambos 0s mecanismos é a PTH. A sua acado sobre a fisiologia do P ndo é realizada
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de uma maneira isolada. O mecanismo de acdo desencadeado sobre a paratiroide € regido,
concomitantemente associado ao nivel de Ca presente no pool sanguineo. Perante o nivel de
calcémia do animal em questdo, a producdo hormonal pode estar diminuida, ou manter-se até
mesmo basal, consequéncia do mecanismo de feedback negativo, existente sobre a acdo nos
recetores gue monitorizam os niveis de Ca e promovem os mecanismos de ac¢do da glandula. Em
casos de hipocalcémia, a secrecdo de PTH vai ser despoletada de uma forma mais acentuada e
consequentemente aumentar os niveis hormonais em circulacdo, significativamente. Como

consequéncia esse aumento hormonal, vai induzir 2 a¢des na fisiologia do P:

Por um lado, vai conduzir ao aumento da secre¢do de P, ao nivel das glandulas salivares,
libertando grandes quantidades de P, ao nivel da saliva. A libertacdo do P ao nivel salivar, permite
ao animal o controlo do mesmo em ocasides de hiperfosfatémia. No entanto, a quantidade de P,
libertado através da saliva facilmente excede o P fornecido ao animal. Este aumento da secrecdo
consequéncia do papel hormonal sobre a homeostasia do Ca pode levar a concentracdo de P para

niveis coincidentes com um caso de hipofosfatémia.

No entanto, o aumento da excrecao de P ao nivel salivar permite aos ruminantes, suportados pelos
mecanismos de ruminagdo, voltar a ingerir o P libertado do pool extracelular, permitindo a sua
disponibilizag&o e re-captacéo ao nivel intestinal por intermédio do retorno do material resultante

do processo de ruminagéo, juntamente com a secre¢do salivar.

Em vacas leiteiras, concentracfes plasmaticas de P caem, rotineiramente, abaixo dos intervalos
de referéncia aquando do parto e em vacas hipocalcémicas. O facto de a agdo da PTH sobre o Ca
privilegiar o maior aumento e absorcéo do Ca, no caso do P o facto de esta estimular a excrecéo
ao nivel renal e salivar, pode promover um estado de hipofosfatémia, associando a hipocalcémia
inicial.

Devido ao controlo homeostatico por intermédio das mesmas hormonas é defendido que aquando
da segregacgdo de PTH, em resposta a diminuicdo dos niveis de Ca, esta promove a mobilizacdo
de Ca do o0sso, levando a que exista, concomitantemente a libertacdo de grandes quantidades de
P. Para evitar um caso de hiperfosfatémia, a PTH estimula, simultaneamente, a excrecdo do P
através da saliva e a nivel renal. Esta pode ser a razdo por que animais com hipocalcémia estdo
também, geralmente num nivel de hipofosfatémia (Blaine et al., 2015). Outro argumento
defendido, passa pelo aumento da PTH em circulacdo promover posteriormente o aumento da
excre¢do de fosfato, a forma inorgénica, a nivel urinario, traduzindo assim num caso de

hipocalcémia juntamente com hipofosfatémia.

Na vertente do P, a acdo que uma dieta rica em P pode ter na homeostasia do Ca deve ser tida em
conta. Uma dieta rica em P, pode resultar num aumento, ao nivel do pool sanguineo dos animais,

de FGF23 com o prep6sito de controlar ou até reverter possiveis casos de hiperfosfatémia. Um
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aumento da producdo hormonal vai resultar na reducdo da producdo de 1,25 D3. Esta reducdo
pode ter consequéncias negativas na homeostase do Ca. Isso ajuda a explicar a inibicdo da

absorcdo de Ca pela dieta que ocorre com dietas ricas em fosfato.

5.4.Papel do Fésforo num Caso de Hipocalcémia Clinica

Nos casos de hipocalcémia clinica, apds diagnéstico, o tratamento de eleicdo passa pela

administracdo de uma solugdo de Ca, por via endovenosa, de modo a reverter a caréncia mineral.

Por vezes, o animal mantém se alerta e responsivo, porém ndo consegue se levantar, apesar da
administracdo da solucéo rica em Ca. Tal facto prende-se com a solucdo administrada por via
parentérica ndo possuir, por vezes, na sua constituicdo o mineral P resultando na perpetuacéo do
quadro de hipocalcémia clinica. O P, ao fazer parte/constituinte das células e elemento essencial
para o normal funcionamento das fibras musculares leva a que a ndo restauracdo dos valores
normais para os niveis de P possa fazer com que o animal ndo consiga reverter o quadro clinico
de hipocalcémia apenas com a suplementagéo de Ca, mantendo assim o decubito esternal. O facto
de o P fazer parte constituinte de moléculas de transporte de energia como ATP pode contribuir,
igualmente, para a dificuldade e para o esgotamento das reservas energéticas do animal agravando

0 estado letargico do animal.

O tratamento mais preconizado passa por uma abordagem clinica, onde ap6s o diagndstico do
caso clinico e posterior suplementacdo endovenosa de Ca, opta pela suplementacéo de P através
da administracdo de uma solucdo injetavel da forma inorganica de P, associada a vitamina B12
com o intuito de estimulacdo/suplementacdo dos processos metabdlicos, principalmente a nivel
hepatico. A patologia geralmente é complicada pela incidéncia concomitante de hipocalcémia,

hipomagnesiémia, hipofosfatémia e, em alguns casos, hipoglicémia (Griinberg, 2014).

Concentragdes plasmaticas de P, geralmente aumentam rapidamente apos o tratamento do caso
clinico hipocalcémia com solugdes de Ca intravenoso. Esta rapida recuperagdo deve-se a redugao
da secrecéo de PTH, que reduz o risco e perda salivar de P. A administracdo de Ca, geralmente
também provoca o reinicio e estimulagdo da motilidade gastrointestinal, que permite a absor¢ao

de P dietético e reabsorcéao de secregdes de saliva P.

6. Hipocalcémia Subclinica

O facto da incidéncia da hipocalcémia clinica se traduzir numa percentagem baixa, nao significa
que o animal ndo pode apresentar niveis abaixo dos intervalos definidos de referéncia. Tal facto
prende-se com a incidéncia de casos de hipocalcémia subclinica. Esta consiste na diminuicao dos
valores de Ca sérico a niveis inferiores ao intervalo de referéncia sem apresentar os sinais e
sintomas clinicos normalmente apresentados num quadro clinico de hipocalcémia (Caixeta et al.,

2017). Na forma subclinica, é not6rio uma diminuicdo da funcdo da musculatura lisa, podendo
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posteriormente associar a sinais clinicos ou patologias que possam advir futuramente.
Considerada uma porta de entrada para diferentes patologias a nivel reprodutivo e produtivo a
ocorréncia de deslocamento de abomaso a esquerda (DAE) (3,7),cetose (5,5), retencéo placentéria
(3,4) e metrite (4,3) vezes mais provavel em vacas com hipocalcémia subclinica do que em vacas
com niveis de normocalcémia (Rodriguez et al., 2017). Vacas normocalcémicas, independente do
numero de partos, foram mais propensas a mostrar o primeiro estro mais cedo ap6s o parto do que

vacas com hipocalcémia subclinica (Mann et al., 2019).

Diferentes referéncias bibliograficas sugerem diversos valores ou intervalos para os quais as

vacas, que estao inseridas nestes, apresentem ou ndo, um caso de hipocalcémia subclinica.

Tabela 12- intervalos de referéncia para casos de hipocalcémia subclinica para diferentes autores

Autores Intervalos de Referéncia para Casos de
Hipocalcémia Subclinica

(Goff, 2008) Concentragdo de Ca total no pool sanguineo

apresenta-se < 2,0 mmol / L ou < 8,0 mg/ dl;

(Chamberlin et al., 2013) citando (Reinhardt | Valores de Ca entre 1.38 e 2.0 mmol/L (5.5a
etal., 2011) 8.0 mg/dl);

(Neves et al., 2017) Concentragdes plasmaticas de Ca no periodo

pos-parto de < 2.1 mmol/L ou < 8.4 mg/dl;

(Venjakob et al., 2017) Vacas que ndo apresentem sinais clinicos,
mas com uma concentracdo de Ca sérico <
que 2.0 mmol/L (8 mg/dl);

(Rodriguez et al., 2017) Concentracdo de Ca total <2.14 mmol/L (8,5
mg/dl)

Diversos autores reportaram que vacas leiteiras experimentam hipocalcémia subclinica quando a
concentragdo de Ca total € < 8,0 mg/dl e hipocalcémia clinica quando os niveis séricos de Ca sdo
< 6,0 mg/dl (Goff, 2008). Este mesmo autor reportou no seu estudo, respeitando o intervalo de
1,38e2,0mmol /L (5,5e8,0mg/dl) que entre 10 a 50 % das vacas leiteiras parturientes sofreram
de hipocalcémia subclinica, Porém, outros estudos defendem a aplicacéo de diferentes intervalos
para determinar a severidade do caso de hipocalcémia. Por exemplo, (Chamberlin et al., 2013),
definiram que uma vaca normocalcémia teria niveis séricos de Ca > 2,20 mmol/L (8,82 mg/dl) ,
(Goff, 2008) alargou o critério a um intervalo de 2,12 a 2,50 mmol/L (8,5 a 10 mg/dl) para vacas
normocalcémicas e (Martinez et al., 2012) propuseram > 2,14 mmol/L (8,58 mg/dl) como valor
limite para o qual o animal apresenta niveis de normocalcémia. Apesar da elevada percentagem
de incidéncia, os casos subclinicos de hipocalcémia passam, a grande maioria das vezes, sem que

0s animais sofram qualquer tratamento direcionado para a caréncia mineral. Por se tratar da forma
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subclinica, juntamente com o facto de estarmos a contactar com animais de grande porte e de
producdo, o diagndstico laboratorial e os recursos imediatos escasseiam, o que torna complicado
a atuacdo do veterinario e conduz a que 0s casos a passem sem que seja feito um diagnostico
definitivo e por vezes sem a instauracdo de terapéutica, colocando em causa o futuro produtivo e

reprodutivo das vacas.

6.1. Consequéncias da hipocalcémia subclinica

Por se tratar de uma porta de entrada, a incidéncia da hipocalcémia subclinica predispde os ani-
mais para o surgimento de patologias, com principal destague para o foro reprodutivo.

O quadro de hipocalcémia pode conduzir a reducdo da motilidade ruminal e abomasal
aumentando o risco de incidéncia de deslocamentos de abomaso. Predispdem igualmente para a
reducdo ou supressdo das contragdes do musculo liso, levando ndo sé a partos distécicos como
posteriormente a diminuicao da contracdo do musculo responsavel pelo encerramento do teto apds
a ordenha, conduzindo assim a incidéncia de mastites. Predispdem também para a ocorréncia de
retencOes placentérias e metrites devido a maior dificuldade de expulséo da placenta e l6quios.
(Goff & Horst, 1997). Diversas fontes bibliograficas defendem que sobretudo a hipocalcémia
subclinica foi relacionada a gravidade do corrimento vaginal no pés-parto devido a maior
dificuldade de expulsdo dos léquios, a ma involugdo uterina, a metrite e a disfuncdo ovariana
(Griinberg, 2014; Blaine et al., 2015;). Tudo isto, aliado ao facto dos animais com valores de Ca
coincidentes com um caso de hipocalcémia subclinica, apresentarem concentra¢fes plasmaticas
de cortisol aumentadas, associado a redugdo da a¢do dos neutrofilos com capacidade de fagocitose
e concentragdes reduzidas de Ca citosolico em células mononucleares, predispdem o0s animais
para um estado de imunossupressdo (Goff & Horst, 1997). Estas redu¢des nos mecanismos do
sistema imune celular correlaciona a incidéncia de hipocalcémia com o surgimento de metrites,

mastites e retencdes placentarias (Martinez et al., 2012).

6.1.1. Influéncia do calcio nos deslocamentos de abomaso

A incidéncia de deslocamentos de abomaso € mais significativa nos periodos pés-parto, onde o
espaco criado pela presenca e posterior saida do vitelo associado ao balanco energético negativo
gue 0s animais experienciam neste periodo, critico, faz com que um maior nimero de casos ocorra

nas proximidades do periodo p6s-parturi¢éo.

A diminuicdo da quantidade de Ca e P faz com que os mecanismos de contracdo da musculatura
lisa dos 6rgdos como rimen e abomaso estejam diminuidos ou mesmo ausentes. (Kincaid, 2008)
defende que animais com valores de Ca inferiores a 8 mg/ dl demonstraram uma diminuicéo das
contragOes ruminais, aliada a uma menor magnitude dos movimentos ruminais. Assim, devido a
inércia e atonia muscular, a matéria ingerida ndo sofrera a devida digestdo, bem como ocorrera

uma acumulacdo de residuos entre os quais gas proveniente da fermentacao sofrida pelas matérias
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ingeridas pelas vacas. Este gas vai distender 0 abomaso e predispor ao seu deslocamento. Somado,
posteriormente, a diminuic¢do da ingestdo da matéria seca, traduz-se na auséncia da barreira fisica
gue o rimen oferece & movimentacdo do abomaso. Aliando tudo isso a auséncia de tonicidade
abomasal, constituem os elementos mais importantes na patogénese do deslocamento do abomaso
a esquerda (Shaver, 1997).

O facto de o animal experienciar o balanco energético negativo, no periodo pés-parto,
consequéncia da menor quantidade de ingestdo de matéria seca neste periodo, faz com que a
caréncia de nutrientes e minerais esteja inerente. A deficiéncia de ingestdo de minerais como Ca
e o facto de os mecanismos de compensagdo ndo conseguirem reverter a situacdo, juntamente
com a diminuigdo da absorcao intestinal faz com que esta caréncia se torne num ciclo vicioso e
seja associada a impactos em termos reprodutivos e produtivos nos animais e na saide econémica

da exploragéo.

6.1.2. Influéncia do calcio nas mastites

A diminuicdo da quantidade de Ca leva a que haja uma diminui¢do dos mecanismos de contragdes
ao nivel muscular. Apos o fim da ordenha é essencial que ocorra a contragdo do musculo esfincter
do teto responsavel pelo encerramento do teto evitando assim a possibilidade de entrada ou
conspurcacdo do canal do mesmo. Caso 0s mecanismos de contragd0 muscular estejam
diminuidos, consequéncia da menor concentracdo de Ca no pool sanguineo, sujeita 0s animais a
um maior risco, levando o(s) animais em questdo a estarem mais suscetiveis a uma maior

predisposigdo para a ocorréncia de mastites.

Outro fator que potencia uma maior predisposicao para o surgimento de mastites, prende-se com
o facto dos animais, apés o parto, experienciarem algum grau de imunossupressdo devido ao
periodo critico em torno do momento de pari¢do. Somando o fator hipocalcémia, que vai potenciar
a situacdo e a diminuicdo da contragdo da musculatura faz com que a incidéncia de mastites seja
mais relevante em vacas com deficit de Ca. Num estudo de Martinez et al. (2012), ficou
demonstrado que o nimero de neutréfilos esta reduzido e a sua capacidade de sofrer fagocitose e
acdo oxidativa foi prejudicada em vacas afetadas por hipocalcémia, o que pode em parte explicar
0 aumento do risco de doencas infeciosas. A nivel celular, a fungdo das células imunes foi
suprimida, resultado da reducéo da concentragdo de Ca citosolico (Martinez et al., 2012). Tal
facto demonstrou que os animais hipocalcémicos estdo mais predisponentes para a incidéncia de

patologias como mastites.

6.1.3. Influéncia do calcio nas retenc¢des placentarias e metrites
A ocorréncia da caréncia mineral faz com que exista a diminuicao das contra¢cGes musculares. Tal
facto exerce um efeito direto na génese da retencdo placentéria pois justifica uma maior

dificuldade de expuls@o dos restos provenientes do parto. A diminuicdo de contractilidade da
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musculatura lisa faz com que a atonia muscular, ao nivel uterino, influencie a involugdo pés-
parturicdo, resultando num aumento da incidéncia de retencdes placentarias devido a maior
dificuldade de expulsdo dos restos provenientes do parto. Devido a ocorréncia de retencBes
placentarias os animais estdo mais suscetiveis a ocorréncia de metrites pois a dificuldade de
eliminacdo da placenta e posterior eliminacdo dos loquios predispdem as vacas para 0
aparecimento de metrites. Associada a inércia muscular, os animais apresentam as suas funcdes
imunes prejudicadas, exacerbada pela incidéncia de hipocalcémia, consequéncia de uma reducéo
dos niveis intracelulares de Ca nas células polimorfonucleares, favorecendo um declinio na

atividade fagocitica dos neutrdéfilos (Rodriguez et al., 2017).

As vacas que desenvolvem hipocalcémia tém 3 a 4,2 vezes maior probabilidade de desenvolver
retencdo placentaria do que vacas normocalcémicas (Rodriguez et al., 2017). Indiretamente, a
hipocalcémia subclinica também predispem o0s animais para a incidéncia de retencGes
placentarias e metrites, na medida em que o deficit mineral, na altura do parto pode se reproduzir

através de um parto distocico e posteriormente associar-se as patologias do foro reprodutivo.

7. Obijetivos

Com tudo isto os objetivos deste trabalho séo:

» Estudar a real incidéncia de hipocalcémia subclinica nas exploragdes;
» Compreender os factores de risco de hipocalcémia subclinica nestas exploracdes;

» Compreender os fatores associados com a baixa percentagem de incidéncia de casos de

hipocalcémia clinica nas exploracdes;

» Avaliar a relagdo entre hipocalcémia subclinica e afe¢des do puerpério nos animais das

exploracoes;
> Discutir a relagdo entre a incidéncia de hipofosfatémia e a correlagdo com hipocalcémig;

» Refletir sobre um conjunto de recomendacdes para melhoria do maneio, bem-estar e

niveis produtivos destes animais
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8. Material e Métodos
8.1. Caracterizagao das exploracfes

O estudo, de caracter transversal, foi realizado abrangendo os bovinos de aptiddo leiteira
provenientes de vacarias localizadas na zona periférica do concelho de Loures. Para maior
facilidade de apresentacdo dos resultados e diferenciagéo das vacarias, estas foram categorizadas
em vacaria A (VacA) constituida por 230 e vacaria B (Vac B) com 146 animais adultos em idade

reprodutiva.

Em ambas as exploracdes os animais estao distribuidos por diferentes parques, consoante a altura
prevista de parto, o periodo de lactacéo, a idade e o periodo de gestacdo. Nas duas vacarias sdo
realizadas duas ordenhas diérias, separadas por cerca de doze horas em salas de ordenha
semelhantes, apenas diferenciadas no nimero de pontos. Os animais residentes sdo sujeitos a
processo de inseminacéo artificial num programa reprodutivo de cross-breeding com utilizagdo
de 3 ragas de animais. A alimentac&o é realizada consoante o parque em questdo, sendo uniforme
dentro de cada um. Em ambas as exploragdes é realizado um controlo e seguimento do ciclo
gestacional dos animais, através de palpacéo retal para confirmagao de gestacéo aos 36, 80 e 150
dias de gestacdo, aproximadamente. A cerca de 60 dias do término da gestacdo, variando de
animal para animal, é realizado o processo de secagem. Estes animais sdo separados para um
parque, onde a alimentagdo é propria para o periodo seco. Entre os 250 a 260 dias de gestacdo,
sensivelmente, os animais sao separados dos restantes para a zona designada de pré-parto que ira

funcionar como maternidade da exploracdo, onde permanecem até ao momento do parto.

O maneio dos animais é realizado de modo semelhante nas duas vacarias, apenas diferenciando o

numero do efetivo e o tipo de alimentag&o entre as mesmas.

8.1.1. Alimentacéo

A alimentag&o foi um fator de destaque durante a realizagdo do ensaio clinico. Por se tratar dos
fatores mais preponderantes e influenciadores no resultado deste teste, foi pedido o auxilio ao
nutricionista das vacarias, de modo a disponibilizar a formulacdo da alimentagdo dos animais, no
periodo/parque dos animais secos, onde é mais relevante para os resultados obtidos.

Disponibilizada a formulacéo da dieta que é dispensada aos animais, foi possivel constatar que:

v" Navac. A, cada animal estava a consumir 8,5 kg de matéria seca no periodo seco. Cada
kg de matéria seca continha 6,1 g de Ca e 3,8 g de P. Resulta na ingestdo de cerca de
49,59 gde Cae 32,59gdeP.

v" Na vac. B, cada animal estava a ingerir 11,31 kg de matéria seca que continha 6,5 g de

Ca por cada kg de matéria seca e 3,6 g de P por cada Kg de matéria seca ingerido. No
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total, na vac. B, os animais, no periodo seco, estavam a consumir 73,52 g de Ca e 40,71
g deP.

No periodo do pré parto, o Ca e P disponibilizado é proveniente das matérias primas presentes

na formulacdo.

8.2. Desenho experimental

O presente estudo foi realizado entre os meses de Novembro (10/11/2018) a Janeiro,
(10/01/2019). O estudo abrangeu os animais distribuidos pelas instalacdes de 2 vacarias.

v" Vac A é constituida por 230 animais lactantes;
v" Vac B com 146 animais lactantes.

No decorrer do espaco temporal do estudo foram recolhidas aleatoriamente 100 amostras, do
efetivo total de 376 animais adultos em idade reprodutiva.

Para a realizacdo do estudo, foi feita a recolha de amostras sanguineas mediante puncgao da veia
coccigea dos animais ap0s ocorréncia do parto, para posterior medi¢do dos niveis sanguineos de

Ca total e P inorganico.

As amostras foram conservadas e posteriormente enviadas para o laboratério para analise dos

niveis de Ca total e P.

8.2.1. Avaliacdo clinica

Para a caracterizacdo e avaliagdo da incidéncia das patologias, do foro reprodutivo e produtivo

gue os animais possam sofrer, foram analisadas 4 doencas:
v Metrite;
v" Deslocamento de abomaso a esquerda;
v Mastite clinica;
v" Retencdo placentaria.

Para avaliacdo de incidéncia de metrite realizaram-se palpages retais num periodo compreendido
entre cerca dos 5 dias até aproximadamente 30 dias p6s-parto, sendo diagnosticado a presenca de
metrite consoante a examinacdo do Utero, cor e cheiro do corrimento vaginal. Animais com o
Utero distendido, que apresentem um aumento anormal, com corrimento uterino vermelho-

acastanhado, fétido e aquoso foram considerados positivamente para a incidéncia de metrite.
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Ao nivel do diagndstico da presenca de DAE, confirmou-se a existéncia de DAE através de
auscultacdo com percussdo do flanco esquerdo. Vacas que a auscultacdo da percussdo do flanco
seja percetivel a audigdo do som “ping” metalico caracteristico foram consideradas como tendo
DAE.

No caso da instauracdo de um quadro de mastite clinica, o diagndstico foi feito através da
avaliacdo de uma amostra de leite do animal pela existéncia de grumos, avaliacdo da cor e
consisténcia do mesmo. Avaliou-se também a consisténcia do Ubere e a sua temperatura, bem
como a do animal. Animais que na amostra apresentem uma cor diferente do normal aspeto do
leite, com grumos e consisténcia do Ubere dura e quente ao toque, foram considerados como tendo

mastite.

A definicdo utilizada neste ensaio para diagnosticar a presenca de retencdo placentéria foi a
permanéncia de parte ou da totalidade dos anexos fetais permanecem no limen uterino por um
periodo de tempo superior a 12 horas apés o parto fetal(Eduardo & Horta, 2000; Sheldon, et al.,
2006).

8.2.2. Critérios de Incluséo
Os critérios de inclusdo para este estudo foram os seguintes:
e Qualquer animal, primiparo ou multiparo que tivesse concluido o tempo gestacional;

e Qualquer animal onde foi possivel realizar a recolha da amostra sanguinea, dentro de um

periodo temporal apés o parto de 48 horas, caso preenchesse o 1° ponto;

e Animais que apés o parto desenvolveram hipocalcémia clinica, mas aos quais ainda ndo

tivesse sido implementado qualquer terapéutica;

e Qualquer animal que preenchesse o0 1° ponto, independentemente de ter sido um parto

singular, gemelar, um nado(s) morto.
8.2.3. Critérios de excluséo
Os critérios de exclusdo para este estudo foram:

e Qualquer animal, primiparo ou multiparo, que ndo concluiu o periodo gestacional

ocorrendo o aborto ap6s os 150 dias de gestacao;

e Qualquer animal que ap6s o parto desenvolveu hipocalcémia clinica e ao qual foi

implementado tratamento visando reverter a situacao;
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e Animais aos quais ndo foi possivel a recolha da amostra sanguinea dentro de um periodo

de 48 horas p6s-parto;

e Animais cujo as amostras de soro que apresentaram elevado grau de hemdlise.

8.3. Metodologia

As recolhas das amostras sanguineas foram feitas apds o parto, no maximo até 48 horas do
mesmo, mediante venipuntura dos vasos coccigeos na regido da cauda com agulha descartavel de

18G acoplada a tubos coletores simples a vacuo sem aditivos (Figura 5).

Figura 5- Tubos Colectores Simples a Vacuo sem Aditivos com Agulha de 18 G ap6s Recolha da
Amostra Sanguinea (original do autor)

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas, o mais imediato possivel, a 3000 rpm durante
10 minutos para separacado e obtencdo do soro sanguineo. As amostras foram, ap6s separagdo do
soro sanguineo do sangue total, colocadas para tubos eppendorf e conservadas a uma temperatura

de — 20 °C até ao momento da anélise.
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Figura 6- Amostra de Soro Sanguineo ap6s Centrifugacdo e Separacéo do Sangue Total (original do
autor)

Em ambito laboratorial, as amostras foram colocadas a descongelar a temperatura ambiente
durante, sensivelmente 2 horas. Apo6s descongelagdo, foi retirado cerca de 0,1 ml de soro dos
tubos eppendorf e colocado num novo tubo dentro da analisadora juntamente com as tiras reativas
e uma ponta de pipeta descartavel (Figura 7). Durante 12 minutos as amostras sdo analisadas,
individualmente para obtengdo dos valores de Ca e P inorgénico. As amostras foram analisadas
através da utilizagdo dos kits da SPOTCHEM |1 para leitura dos niveis de Ca e P inorganico
(Figura 8).

Figura 7- Tiras Reativas para Quantificacdo do Fdsforo Inorganico e Calcio, respetivamente (original do
autor)
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POTCHEM ™ E Z sp.si0 “

Figura 8- Analisadora SPOTCHEM EZ com as Tiras Reativas para Posterior Analise (original do autor)

8.3.1. Metodologia para determinacao dos niveis de calcio
Os kits utilizados no ensaio clinico para a medicdo dos niveis de Ca total foram os da marca
SPOTCHEM 1I. Primeiramente foi realizada a calibragdo da Analisadora SPOTCHEM EZ,

seguindo o protocolo de calibragdo de cada embalagem de kits (Figura 9).

Os kits SPOTCHEM Il possuem 25 tiras impregnadas com o reagente o-Cresolftaleina
complexona (OCPC). Este reagente permite a determinacdo quantitativa dos valores de Ca ao

nivel do soro ou plasma sanguineo.

As tiras sdo compostas por um campo de teste constituido por multicamadas impregnadas do
reagente que permitem gerar uma alteragdo de cor. Apos colocagdo da amostra de soro na
Analisadora SPOTCHEM EZ, o Ca presente na amostra vai reagir com o0 OCPC num meio basico,
originando uma alteracéo de cor na tira entre no espectro dentro da faixa de cores do azul a roxo,

gue sera posteriormente medida a 575nm.
A equagdo resume a reagao:
Ca+OCPC ——>  faixa cromatica entre azul-roxo

Sera seguidamente, quantificada a quantidade de Ca por espectrofotometria de refletancia, através

da mudanca de cor da tira.
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Figura 9- Kit para Medicdo do Calcio Total com Cartdo para Realizacéo do Protocolo de Calibragao
(original do autor)

8.3.2. Metodologia para determinacao dos niveis de fésforo inorganico

Os Kkits utilizados no ensaio clinico para medi¢do dos niveis de P inorganico foram os kits da
marca SPOTCHEM Il. Numa primeira fase foi realizada a calibragdo da analisadora, respeitando
o protocolo da marca (Figura 10).

Apos calibracéo, foi retirada uma amostra do soro obtido, onde apds colocagdo na analisadora
permitiu o contacto com a porcdo da tira, dividida em multicamadas, impregnadas em &cido
ascorbico e molibdato de amonio tetra hidratado. O principio deste teste reside em duas equagdes
quimicas, onde o resultado final vai geral uma cor que, posteriormente, vai ser quantificada

através de espectrofotometria de refletancia.

Numa primeira fase da rea¢do quimica o P inorganico vai reagir com o molibdato obtendo se

como resultado da equag@o um complexo de fosfomolibdato.

Numa segunda reacdo quimica, o fosfomolibdato perante um meio com um pH &cido, resultado
da presenca do acido ascorbico, o complexo formado é reduzido a azul de molibdénio.
Posteriormente o resultado da segunda equagdo quimica vai ser avaliado, através do método de
espectrofotometria de reflexdo, medido a um comprimento de onda de 610nm o resultado da
reacdo (Matheus, 2014).

As equacOes quimicas esquematicamente apresentadas:
12 equacéo: Pi + molibdato —» fosfomolibdato

2% equacao: fosfomolibdato + acido ascorbico — azul de molibdénio
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Figura 10- Kit para Medigao do Fosforo Inorganico com Cartédo para Realizagdo do Protocolo de
Calibragéo (original do autor)
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9. Anadlise estatistica

A anélise estatistica deste estudo foi inteiramente realizada com recurso ao programa de Excel
2016. Os resultados apresentados sdo diferenciados entre os animais da vac. A e vac. B.

Todos os testes estatisticos executados durante a analise foram realizados com p value (a = 0,05)
por se tratar do valor de o, mais utilizado em testes estatisticos e que permite um nivel de confianca
elevado, considerando um nivel de significancia de 5%. Numa fase inicial, foi feita a estatistica
descritiva das variaveis em estudo, incidindo primeiramente, sobre a analise dos valores de Ca. A
estatistica descritiva realizada na fase inicial do estudo foi feita com o prepdsito de possibilitar a
avaliacdo da distribuicdo dos valores das variaveis em estudo, para determinar quais 0s testes
estatisticos mais corretos para analisar/avaliar as varidveis. A primeira variavel sobre a qual foi

feita a estatistica descritiva incidiu sobre os valores de Ca entre as duas vacarias.

Tabela 13- Estatistica Descritiva dos Valores de Calcio das duas Vacarias

Valores Calcio Vac.A Valores de Célcio Vac.B
Média 7,83 Média 7,67
Erro padrdo 0,286916456 Erro padrdo 0,155152872
Mediana 7,75 Mediana 7,4
Modo 7,3 Modo 74
Desvio padrdo 1,283129398 Desvio padrdo 0,84980728
Variancia da amostra 1,646421053 Variancia da amostra 0,722172414
Curtose 0,316539938 Curtose -0,173586934
Assimetria 0,623116946 Assimetria 0,504886729
Intervalo 51 Intervalo 3,2
Minimo 5,6 Minimo 6,2
Maximo 10,7 Maximo 9,4
Soma 156,6 Soma 230,1
Contagem 20 Contagem 30

Da estatistica descritiva sobre a varidavel em estudo, foi possivel aferir o valor do coeficiente de
curtose e a assimetria das amostras. O valor destes parametros possibilita constatar se a(s)
variaveis estdo bem modeladas e se seguem ou ndo uma distribuicdo normal, caso os valores de

curtose e assimetria sejam proximos de 0.

A observacdo dos valores de curtose e assimetria permitiram constatar que a variavel do Ca na
vac. A (0,32 e 0,62 respetivamente) e B (-0,172 e 0,504 respetivamente) sdo uma variavel com
valores bem modulados, podendo ser caracterizada e tratada como uma distribui¢do normal. Por

se tratar de uma distribuicdo caracterizada como normal foram conduzidos testes ndo-
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paramétricos de normalidade para confirmar e concluir a estatistica descritiva sobre a amostra e

realizar a anélise estatistica do estudo.
A eleicdo dos testes analiticos recaiu sobre diversos fatores, justificados posteriormente.

9.1.1. Teste de Shapiro-Wilkks

O teste de Shapiro-Wilkks consiste num teste de normalidade, para variaveis que seguem uma
distribuicdo normal. A sua eleicdo recaiu pelo elevado poder analitico do teste em varidveis de
distribuicdo normal e pela sua viabilidade em amostras de tamanho diminuto (n< 30). Para
amostras de dimensfes mais reduzidas, entre 4 a 30 elementos, a utilizacdo do teste traduz-se
numa maior especificidade e robustez analitica da amostra. A utilizacdo deste teste possibilitou a
afericdo dos intervalos de confianga nos quais os valores de Ca de ambas as vacarias estariam

inseridas.

9.1.2. Teste de Qui-quadrado para intervalo de hipocalcémia de 5,5 — 8 mg/dl e intervalo
de 5,5-8,5 mg/di

O teste de qui-quadrado foi utilizado com o intuito de realizar a comparacdo entre variaveis
guantitativas versus variaveis qualitativas. Como tal foi utilizado para avaliar a significancia entre

a ocorréncia de hipocalcémia subclinica e a associagdo com aparecimento de patologias.

9.1.3. Teste T de formulacado de hipoteses

Numa primeira fase realizou-se um teste T para avaliacdo e comparacdo dos valores de Ca das 2
vacarias. O principio do teste T passa pela formulacdo de hipéteses de modo a confirmar ou

desmentir as hipéteses formuladas.

Primeiramente é formalizada a hipotese nula (HO) que, dependendo do valor de o seja maior ou

nado ao definido no inicio da analise estatistica, esta é rejeitada ou aceite.

Numa segunda fase realizou -se o teste T para comparacdo dos valores de Ca e valores de P de

ambas as exploragoes.
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10. Resultados

Os resultados obtidos sdo apresentados diferenciando cada uma das vacarias (Vac. A e Vac.B).

Dos 100 animais previstos para entrarem em trabalho de parto, durante o tempo decorrente do

estudo, 50 foram excluidos devido ao ndo cumprimento dos critérios de incluséo.

O universo da amostra foi assim composto por 20 animais provenientes da Vac. A e 30 animais
da Vac. B.

Considerou-se numa primeira fase, respeitando o valor mais citado bibliograficamente, que uma
vaca apresentava hipocalcémia subclinica quando os valores sanguineos de Ca total, se
encontravam entre 5,5 e 8 mg/dl. Apenas valores superiores a 8 mg/dl foram considerados dentro

do intervalo para normocalcémia.

Numa fase seguinte, foram feitas as extrapolacfes, considerando um intervalo para a

hipocalcémia subclinica de 5,5 a 8,5 mg/dl.

Considerou-se que um animal apresentava niveis de hipofosfatémia respeitando os intervalos de
referéncia aplicaveis consoante a idade e o nimero de parto(s) do animal. Assim, para novilhas
primiparas, os valores devem residir dentro do intervalo de 6 a 8 mg/ dl enquanto que para animais

adultos, o intervalo reside entre 0s 4 a 6 mg/dl.

A incidéncia das patologias analisadas, para fatores de tratamento estatistico, foi definida como
uma variavel binominal (presente/ausente onde o nimero 0 correspondia ao ausente enquanto o
nimero 1 correspondia ao presente) consoante a avaliagdo do veterinario e implementacdo de

tratamento.

10.1. Valores de calcémia na Vacaria A

O intervalo de confianca onde reside maior probabilidade de encontrar os valores de Ca dos
animais da vac. A foi composto pelo intervalo de valores entre 7,229 a 8.431 mg/dl. Os valores

médios de Ca obtidos nos animais foram de 7,83 mg/dl +/- 1.28 mg/dI.

Ao analisar os niveis de Ca, foi possivel constatar que, dos 20 animais, 13 deles (65%)
apresentavam niveis coincidentes com o intervalo de referéncia para hipocalcémia subclinica

enquanto 7 deles (35%) apresentavam niveis acima de 8 mg/dl (Gréfico 3).
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Nivel de Calcio

0%

= 0-5,5mg/dl
= 5,5-8mg/dl
= 8,1-11 mg/dl

Gréfico 3 - Distribuicdo dos Animais da vac. A pelos Intervalos dos Valores de Célcio

10.2.  Incidéncia de patologias no periodo do puerpério na vacaria A

Foi realizado o teste de Qui-quadrado para demonstrar estatisticamente a correlagdo, positiva ou
negativa entre a hipocalcémia subclinica e a ocorréncia de afecdes puerperais. Com um valor de

p = 0,05 as hipdteses formuladas foram:

Para a vac. A as hipdteses foram:

Ho= ndo existe associac¢ao dos valores de Ca da vac. A e a presenca de patologia(s);
H1= existe associac¢do dos valores de Ca da vac. A e a presenca de patologia(s);

10.2.1. Metrite

Referente a incidéncia de metrite, dos 20 animais em estudo, 9 desenvolveram metrite até 30 dias
pos-parto. Desses 9 animais, 6 deles apresentavam, concomitantemente, niveis de Ca coincidentes
com hipocalcémia subclinica (46%), enquanto 3 animais apresentavam valores superiores a 8
mg/dl (Grafico 4). No entanto, ndo foi possivel correlacionar significativamente a patologia com
a caréncia em Ca (o =0,637), rejeitando H1.

Dos 3 animais que apresentaram metrite com valores de Ca superiores a 8 mg/dl, um apresentou
o valor no limiar inferior do intervalo de normocalcémia (8,1mg/dl), e foi diagnosticado,
concomitantemente, com um caso de reten¢do placentaria (Grafico 5).

57



10.2.2. Deslocamento de abomaso a esquerda

No decorrer do estudo, na vac. A apenas existiu um animal que foi diagnosticado com DAE.
Relativamente a relagcdo com os niveis de calcémia, ndo foi possivel definir uma correlagdo pois
o0 animal apresentava niveis de normocalcémia apesar do DAE, ndo sendo possivel correlacionar
(Gréfico 4). No caso da avaliacdo da associagdo entre DAE com hipocalcémia subclinica, ndo
existiu suficientes casos no decorrer do ensaio clinico para serem conduzidos testes estatisticos e

justificar, ou ndo, a associacdo entre as patologias e o deficit mineral.

10.2.3. Mastite

No caso da incidéncia de mastites, foram diagnosticados 3 casos entre a populagdo da amostra no
decorrer do ensaio clinico. Desses 3 animais, todos apresentavam niveis coincidentes com uma
situacdo de hipocalcémia subclinica (23%), sendo que o 3° animal apresentava um nivel de Ca

igual ao limite superior do intervalo de referéncia (8 mg/dl) (Gréafico 4).

No caso das mastites, 0 valor de a foi superior ndo rejeitando HO. Como tal o valor de Ca néo foi

significativo no aparecimento de mastites nas vacarias.

Com o alargamento do intervalo de referéncia para casos de hipocalcémia subclinica, foram

conduzidos novos testes qui-quadrado.

10.2.4. Retencdo placentaria

Semelhante & situagdo da incidéncia de DAE, a ocorréncia de retencéo placentaria, foi apenas de
um caso confirmado. Esse animal apresentava um nivel de célcio de 8,1 mg/dl, enquadrando-se

no limiar do intervalo de referéncia.

Dos 13 animais com valores compreendidos dentro do intervalo de referéncia para a hipocalcémia

subclinica, 6 deles ndo apresentaram qualquer patologia avaliada no decorrer do estudo (46%).
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Incidéncia de patologias em animais com niveis
de calcio entre 5,5 e 8 mg/dl

100%
90%
80%
70%
60%

50% 46% 46%

40%

30% 23%

20%

10%

0% 0% 0%
Metrite DAE Mastite Retencao Sem Problemas
Placentaria

Gréfico 4 -Incidéncia de Patologias em Animais com Valores de Calcémia entre 5,5 — 8 mg/dl

Referente aos animais com valores de normocalcémia, dos 7 animais com valores de Ca
superiores a 8 mg/dl, 5 deles apresentaram as patologias, avaliadas e diagnosticadas, no decorrer
do estudo (Gréfico 5).

Incidéncia de Patologias em Animais com niveis
de Calcio entre 8,1 a 12 mg/dI

100%
90%
80%
70%
60%

50% 43% 43%
40%
30%
20% 14% 14%
10% 0%
o ] ]
Metrite DAE Mastite Retengao Sem patologias
Placentaria

Gréfico 5 - Incidéncia de Patologias em Animais com Valores de Calcémia superiores a 8 mg/dl

10.3. Valores de calcémia da vacaria B

No caso da vac. B, foram recolhidas 30 amostras sanguineas das vacas paridas de um efetivo de
146 animais lactantes. O intervalo de confianca valido de calcémia para o efetivo B foi de 7,172
até 8,168 mg/ dl.

Analisando o parametro dos valores de Ca, foi possivel constatar que a média dos valores residia

em 7,67 mg/dl +/- 0.84 mg/dl. Relativamente & média da quantificacdo dos valores de Ca foi

59



possivel aferir que da amostragem de 30 animais na vac. B, 8 apresentaram niveis de calcémia
dentro do intervalo de referéncia (27%), sendo que 22 animais (73%) apresentavam niveis de

célcio inferiores a 8 mg/dl (Gréfico 6).

Nivel de Célcio

0%

=0-5,5mg/dl
=55 -8 mg/dl
= 8,1-11 mg/dl

Gréfico 6 - Distribuicdo dos Animais da vac. B pelos Intervalos dos Valores de Célcio

10.4.  Incidéncia de patologias no periodo do puerpério na vacaria B

Para a vac. B, as hipdteses foram:
Ho= ndo existe associacao dos valores de ca da vac. B e a presenca de patologia(s);
H1= existe associac¢do dos valores de ca da vac. B e a presenga de patologia(s);

10.4.1. Metrite

Relativamente a incidéncia de metrite, na vac. B 16 animais foram diagnosticados com metrite
(68%). Realizado o teste de Qui-quadrado:

Tabela 14- Teste de Qui-Quadrado entre Ca vs Metrite da vac. B

Desses 16 animais, 15 apresentavam niveis de Ca coincidentes com hipocalcémia subclinica,

Calcio SIM NAO Total
6,2-7 5 0 5
7-7,8 8 6 14

7,8-8,6 3 4 7

8,6-9,4 0 4 4

16 14 30

afirmando uma correlagdo significativa entre ambos (0=0,025133).
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10.4.2. Deslocamento de abomaso a esquerda

Em relacdo a incidéncia de DAE, durante o estudo foram diagnosticados 2 animais com DAE
(9%). Ambos os animais apresentavam niveis de Ca coincidentes com hipocalcémia subclinica
(Gréfico 7). N&o existiu suficientes casos, no decorrer do ensaio clinico para serem conduzidos

testes estatisticos e justificar, ou ndo, a associagdo entre as patologias e o deficit mineral.

10.4.3. Mastite

Referentemente a incidéncia de mastites, 8 casos clinicos foram confirmados (36%). Todos eles
apresentavam niveis de hipocalcémia iguais ou inferiores a 8 mg/dl. O valor de o foi superior a0

pvalue respeitado, ndo rejeitando HO

10.4.4. Retencao Placentéria

No caso da ocorréncia de retengdo placentaria, 2 animais n&o libertaram as membranas fetais apo6s
12 horas do parto. Destes 2, apenas uma vaca apresentava niveis de hipocalcémia subclinica
(Gréfico 7).

Incidéncia de patologias em animais com niveis de
célcio entre 5,5 e 8 mg/dI

100%
90%

80% 68%
70% (a)
60%
50%
40% 36%
30% 23%
20%
9%
10% ’ 5%
oo i —
Metrite DAE Mastite Retengao Sem Patologias

Placentaria

Gréfico 7 - Incidéncia de Patologias em Animais com Valores de Calcémia entre 5,5 — 8 mg/dl

(a)- A incidéncia de hipocalcémia subclinica foi correlacionada significativamente com a incidéncia de
metrite (a < 0,05)

Analisando os animais com niveis de ca compreendidos entre o intervalo de 8,1 a 12 mg/ dl, foi
possivel constatar que dos 8 animais, apenas 2 desenvolveram algum tipo de patologia, sendo que

desses, 6 vacas (75%) ndo apresentaram qualquer patologia no decorrer do estudo.
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Incidéncia de Patologias em Animais com niveis de
Célcio entre 8,1 a 12 mg/dl

100%
90%
80% 75%
70%
60%
50%
40%
30%
20% 13% 13%
10%
0% 0%
0%
Metrite DAE Mastite Retengao Sem Patologias
Placentaria

Grafico 8- Incidéncia de Patologias em Animais com Valores de Calcémia superiores a 8 mg/dl

10.5. Intervalo de referéncia para hipocalcémia subclinica entre 5,5 até 8,5 mg/d|

10.5.1. Valores de calcémia da Vacaria A

Nivel de Calcio

0%

= 0-5,5mg/dl
= 5,5-, 8,5 mg/dl
= 8,6-11 mg/dl

Gréfico 9 - Distribuicdo dos Animais da vac. A pelos Intervalos dos Valores de Célcio
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10.5.2.

Tabela 15- Distribuicdo da Incidéncia de Patologias em Animais com Valores de Ca Compreendidos

entre 5,5 - 8,5 mg/dl navac. A

Incidéncia de patologias no periodo do puerpério na vacaria A

Valores de ca 5,5 - 8,5 Retencdo Pla- | Sem Patolo-
mg/dl Metrite | DAE | Mastite centaria gias
Freq. Relativa 0,4375 0 0,1875 0,0625 0,5
Freg. Absoluta 7 0 3 1 8

Referente a incidéncia de metrite, foram novamente formuladas as hipéteses:

v' Paraavac. A as hipdteses foram:

Ho= n&o existe associac¢ao dos valores de Ca da vac. A e a presenca de patologia(s);

H1= existe associac¢do dos valores de Ca da vac. A e a presenca de patologia(s);

No caso da incidéncia de metrite, na vac. A com a execucao do teste estatistico ndo foi possivel

constatar uma associag@o entre a calcémia e surgimento de metrites, constatando um valor de (o

> 0,05).

No que diz respeito a incidéncia de mastites, na vac. A:

Tabela 16- Teste de Qui-Quadrado entre Ca vs Mastite da vac. A

Com um pvalue < 0,05 (oo = 0,101841) foi possivel constatar a significancia entre a incidéncia de

Célcio | SIM NAO Total
5,6-8,5 12 15
8,5-10,7 5 5
17 20

hipocalcémia subclinica e a incidéncia de mastites na vac. A.
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Incidéncia de Patologias em Animais com Valores
de Célcio entre 5,5 - 8,5 mg/dl

44%

'lb/

Metrite = DAE = Mamite = Retenc¢do Placentdria = Sem Patologias

Gréfico 10 - Distribuicdo da Incidéncia de Patologias em Animais com Valores de ca Compreendidos
entre 5,5 - 8,5 mg/dl navac. A

(b)- com um valor de a = 0,101841 foi possivel constatar a significancia entre a incidéncia de
hipocalcémia subclinica e a incidéncia de mastites na vac. A

Referentemente a incidéncia de DAE e retencédo placentaria, ndo foram obtidos suficientes dados

para fazer a extrapolacdo e analise estatistica dos mesmaos.

10.5.3. Valores de Calcemia da VVacaria B

No que diz respeito a vac. B, as vacas normocalcémicas foram de apenas 4 numa amostragem de
30 individuos.

Nivel de Célcio

0%

=0-5,5mg/dl
=55-8,5mg/dl
= 8,6 - 11 mg/dl

Griéfico 11 - Distribuicdo dos Animais da vac. B pelos Intervalos dos Valores de Célcio



10.5.4. Incidéncia de patologia no periodo do puerpério na vacaria B
v' Paraavac. B, as hipoteses foram:

Ho= ndo existe associacao dos valores de Ca da vac. B e a presenca de patologia(s);
H1= existe associacdo dos valores de Ca da vac. B e a presenca de patologia(s);

Tabela 17- Teste de Qui-Quadrado entre Ca vs Metrite da vac. B

Célcio SIM NAO Total

6,2-8,5 16 10 26
8,5-9,4 0 4 4
16 14 30

Com um valor de o= 0,021637 (a < 0,05) foi possivel comprovar uma correlacdo positiva entre

a incidéncia de hipocalcémia subclinica com aparecimento de metrite, aceitando H1.

Relativamente a incidéncia de patologias, esta diminuiu devido ao maior nimero de

representantes, dentro do intervalo de referéncia da hipocalcémia.

Incidéncia de Patologias em Animais com Valores
de Calcio entre 5,5 - 8,5 mg/dI

27%
53%

Metrite DAE = Mamite = Retencdo Placentdria Sem Patologia

Gréfico 12 - Distribuicdo da Incidéncia de Patologias em Animais com Valores de ca Compreendidos
entre 5,5 — 8,5 mg/dl na vac. B

(c)-Com um valor o. = 0,021637 (o < 0,05) foi possivel comprovar uma correlagdo positiva entre a incidén-

cia de hipocalcémia subclinica com aparecimento de metrite, aceitando H1.

Referentemente & incidéncia de DAE e retencédo placentaria, ndo foram obtidos suficientes dados

para fazer a extrapolacdo e analise estatistica dos mesmos.
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10.6.  Correlacdo entre os valores de fosforo e os valores de célcio na vacaria A

No que diz respeito ao P, na vac. A foram recolhidas 20 amostras e medido o nivel de P inorganico
presente nas mesmas. Foi realizado um teste T para fazer a comparacdo entre as médias dos

valores de Ca e a média dos valores de P;

A realizacdo do teste T passou primeiramente pela formulacdo de hip6teses, testando duas amos-

tras, presumindo varidveis equivalentes.
v" Na vac. A foram formuladas as hipéteses:
HO = p valores de Célcio = p valores de Fdsforo;

H1= p valores de Calcio # u valores de Fdsforo;

Tabela 18- Teste T de Comparacao entre as Médias de Ca vs Médias do P, na vac. A

Valores cal-

Teste T cio Fosforo
Média 7,83 5,135
Variancia 1,646421053 | 1,132921
Observagoes 20 20
Variancia agrupada 1,389671053
Hipétese da diferenca de média 0
Gl 38

Statt

7,229408477

P(T<=t) uni-caudal

6,02998E-09

t critico uni-caudal

1,68595446

P(T<=t) bi-caudal

1,206E-08

t critico bi-caudal

2,024394164

Com valor de a < 0,05, foi rejeitada a HO.

Os valores de P foram separados consoante o nivel de calcémia dos animais, diferenciando

consoante a presenca / auséncia de hipocalcémia subclinica.
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Correlacdo Entre o Nivel de Calcio e Fésforo

Nivel de Fosforo

=== C3lcio >8 mg/dI Calcio < 8 mg/dI

Gréfico 13 - Correlagéo entre os Valores de Fosforo e os Niveis de Calcémia dos Animais da vac. A

Analisando os valores de P, as 20 amostras demonstraram que a média dos niveis de P na vac. A
foi de 5,135 +/- 1,064 mg/dI. O intervalo de confianca dentro dos valores de P da vac. A foi entre
4,67 -5, 60 mg/ dl.

A cinzento claro, no Grafico 13 estdo representados os valores de P dos animais com valores de
Caentre 0s 5,5 e 8 mg/dl. De notar que o valor minimo do P, esta inserido no intervalo dos animais
com hipocalcémia subclinica, referindo o valor minimo do P de 3,4 mg/ dl coincidente com um
valor de Ca de 6,6 mg/dl. Dos 13 animais representados, apenas 4 apresentaram niveis de P
superiores a média, sendo que 2 desses animais apresentaram valores de Ca no limite superior do

intervalo considerado para hipocalcémia subclinica.

A cinzento escuro, estdo representados os valores de P das vacas normocalcémicas. De salientar
que, & exce¢do de um animal, que apresentou um valor de P de 4 mg/dl, com um valor de calcémia
de 8,8 mg/dl, todos os outros animais apresentaram valores acima da média da amostragem,

coincidentes com valores de Ca superiores a 8,1mg/dl.

10.7.  Correlagéo entre os valores de fosforo e os valores de célcio na vacaria B

Dos 30 animais avaliados foi possivel confirmar uma média de 5,24 +/- 0,94 mg/ dl com o

intervalo de confianca dos valores de P a residir entre 4,89 — 5, 57 mg/dl.

Foi realizado novamente um teste T para fazer a comparacao entre as médias dos valores de Ca e

a média dos valores de P;

Referente a vac. B, foram formuladas as hipdteses:
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HO = p valores de Célcio = u valores de Fdsforo;
H1= p valores de Calcio # p valores de Fosforo;

Tabela 19- Teste T de Comparacdo entre as Médias de Ca vs Médias do P, na vac. B

Valores de Cal-

Teste T cio Fosforo
Média 7,67 5,236667
Variancia 0,722172414 | 0,889989
Observacoes 30 30
Variancia agrupada 0,80608046
Hipotese da diferenca de média 0
gl 58
Statt 10,49682697
P(T<=t) uni-caudal 2,49533E-15
t critico uni-caudal 1,671552762
P(T<=t) bi-caudal 4,99066E-15
t critico bi-caudal 2,001717484

Com valor de a < 0,05, foi novamente rejeitada a HO, ndo existindo significancia entre as médias.

Correlagéo Entre o Nivel de Célcio e Fosforo

Nivel de Fosforo

e=@== C3lcio>8 mg/dl Calcio<8

Gréfico 14 - Correlacdo entre os Valores de Fdsforo e os Niveis de Calcémia dos Animais da vac. B

Foi possivel aferir que dentro do grupo dos animais com valores de normocalcémia, apenas se

registaram duas situacdes com valores de P inferiores ao valor médio.
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11. Discussao

No inicio do ensaio clinico, o planeamento passava pela recolha e obtencdo de 100 amostras
sanguineas, devido ao seguimento dos animais e posterior confirmacdo do seu momento de
pari¢do durante o decorrer do estudo. Recolhidas as 100 amostras, 5 animais foram excluidos por

ndo respeitarem os principios de inclusdo do estudo.

Posteriormente, na parte laboratorial foram excluidas 45 amostras do ensaio clinico, pois apesar
da presenca de hemdlise ndo influenciar a quantificacdo de Ca total, a nivel do P inorgénico o
principio é diferente. Um grau de hemdlise demasiado elevado leva a um falseamento da
quantificagdo dos niveis de P, sendo culpado de um aumento na leitura dos valores. Os aumentos
dos valores de P em situacBes de hemolise elevada devem-se & degradacdo da membrana
fosfolipidica, ao nivel eritrocitario, provocando uma libertagdo de P ao nivel da amostra sanguinea
e conduzindo, posteriormente, ao falsear dos valores obtidos (Matheus, 2014; Klop et al., 2015;
Zhang et al ., 2017). (Grunberg, 2014) defende que a incorreta técnica de colheita de sangue,
resultando em hemolise, provoca a libertagdo P inorgénico intracelular e, assim, aumenta,
falsamente a medicdo do P. O autor completa que para além da técnica, a separagdo de soro ou
plasma das células sanguineas deve ser realizado dentro de 4 horas apés a colheita, de modo a
evitar a hemolise. A colheita atrasada de soro ou plasma resulta no aumento do P devido a

hidrdlise continua de compostos organicos, bem como da eritroélise.

Figura 11- Amostra de Soro Sanguineo com Evidéncia de Hemdlise (original do autor)

O estudo incidiu sobre a medicéo do Ca total dos animais incluidos na amostragem. Tal deciséo,
foi tomada pois apenas uma fracdo do Ca no pool sanguineo esta prontamente disponivel para as
atividades bioldgicas e para as necessidades do animal. Essa fracdo passa pelo Ca ionizado,
enquanto o restante é transportado no sangue interligado a proteinas, como a albumina. A
influéncia de fatores, néo avaliados no decorrer do estudo, como o papel do pH, podem constituir
condigdes desviantes dos resultados, influenciando a concentracdo de Ca, caso o medido fosse a
porcao ionizada. Referindo (Caixeta et al., 2017) um estado de alcalinizacdo sanguineo pode

influenciar a concentragdo de Ca ionizado pois influencia a ligacéo entre o0 mineral e as proteinas
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transportadoras . Outro dos fatores que podem adulterar a medi¢do dos niveis de Ca, passa pela
influéncia que um estado de hipoproteinémia pode exercer. Uma caréncia ao nivel proteico, como
por exemplo um estado de hipoalbuminémia conduz a uma menor quantidade de proteinas
transportadoras de Ca, podendo concomitantemente conduzir ao deficit de Ca ionizado,

constituindo um fator que pode adulterar o resultado final.

A recolha das amostras sanguineas dos vasos coccigeos, passou pela influéncia que, a excre¢do
de P, ao nivel das glandulas salivares exercia na veia jugular. Citando (Grinberg, 2014) as
concentracdes de P aferidas a partir do sangue colhido na veia jugular apresentam uma subida
entre 4 a 19 % acima das concentragdes determinadas no soro do sangue venoso coccigeo.

A recolha das amostras sanguineas, foi realizada entre 12 a 48 horas p6s-parto, devido a ser o
intervalo temporal defendido por autores como (Goff, 2008; Kincaid, 2008; Venjakob et al., 2017)

0 tempo necessario para atingir o nadir dos niveis de Ca.

Analisando os niveis de calcémia das duas vacarias, comparativamente, existiu uma diferenca na
ocorréncia de hipocalcémia subclinica. Consultando os graficos referentes aos niveis de Ca das 2
vacarias podemos constatar que na vac. A 65 % dos animais apresentam niveis inferiores a 8
mg/dl enquanto na vac. B a incidéncia registada na amostragem passa para os 73% (Gréaficos 3 e
6). Tal diferenciacdo pode passar por dois argumentos.

Primeiramente, as vacas da vac. B eram maioritariamente multiparas, algumas ja com 3 ou mais

lactagOes.

Para (Caixeta et al., 2017) 73% dos animais com 3 ou mais lactagdes ja experienciaram um estado
de hipocalcémia subclinica. Concomitantemente associado e citando (R. L. Horst et al., 2010),
um dos fatores mais predisponentes para a incidéncia de hipocalcémia, passa pela idade dos
animais. Este refere que a medida que a idade dos animais avanca, estes tornam-se mais
suscetiveis ao deficit mineral devido a menor otimizagdo e imediata capacidade de resposta dos
mecanismos homeostaticos no combate a reversdo da caréncia em Ca. Aliado ao facto do nimero
de lactacOes estar associado com a maior quantidade de leite produzida e, consequentemente,
maior remog&o de Ca do pool plasmético, a maior incidéncia na vac.B pode ser resultado da maior
idade dos animais associada ao maior nimero de lactagdes. Outra das hipéteses equacionadas
para a justificagdo da diferenciacdo entre os valores da calcémia dos animais, passa pela avaliagdo

do Unico pardmetro, onde os animais de ambas as vacarias divergem, a alimentag&o.

A alimentagdo é um dos pontos chave para a incidéncia ou inversamente a auséncia de niveis de
hipocalcémia. Consultando a tabela das recomendagdes nutricionais para animais no decorrer do

periodo seco (NRC, 2010) , a trés semanas do termino da gestacdo, € recomendado a

disponibilizacdo de 4 - 4,5 g de Ca por cada Kg de matéria seca ingerida . Fazendo a extrapolacdo
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para o arracoamento que € disponibilizado aos animais, caso os valores tabelados fossem
respeitados e fazendo a extrapolacdo para a quantidade de matéria seca que 0s animais estdo a
ingerir, no caso da vac. A 0s animas teriam de ingerir entre 34 a 36 g de Ca enquanto na vac. B,

0s animais teriam que ingerir 45,24 — 50,895 g de Ca. Comparativamente:

v" Navac. A, cada animal estava a consumir 8,5 kg de matéria seca no periodo seco. Cada
kg de matéria seca continha 6,1 g de Ca e 3,8 g de P, 0 que resulta na ingestao de cerca
de 49,59 g de Ca e 32,5 g de P diérios.

v" Na vac. B, cada animal estava a ingerir 11,31 kg de matéria seca que continha 6,5 g de
Ca por cada kg de matéria seca e 3,6 g de P por cada Kg de matéria seca ingerido. No
total, na vac. B, os animais, no periodo seco, estavam a consumir 73,52 g de Ca e 40,71

g de P diérios.

O objetivo do maneio nutricional, no papel do controlo dos niveis de Ca passa pelo menor
fornecimento possivel. Quando as vacas sdo alimentadas com uma dieta que fornece menos Ca
do que elas exigem, ficam em equilibrio negativo de Ca. Isso causa um pequeno declinio na
concentragdo de Ca no sangue, estimulando a secre¢do de PTH, que, consequentemente, por sua
vez, estimula a reabsorgdo 0ssea osteoclastica e a producédo renal de 1,25 D3. No momento do
parto, os osteoclastos da vaca ja estdo ativos e em grande ndmero. Assim, 0s animais combatem
mais facilmente a necessidade deste mineral, que devido ao inicio da lactacdo é produzida,
substituindo o Ca a partir do Ca 6sseo. Se o Ca disponibilizado no arragoamento, durante o
periodo do pré-parto provocar a estimulacao prévia dos enterdcitos pela 1,25 D3, permitird uma
utilizacdo, eficiente, do Ca da dieta e a vaca evita a instauragdo da hipocalcémia (Goff, 2008). No
entanto (Venjakob et al., 2017) defende que as vacas leiteiras precisam de cerca de 20 g de Ca
por dia no final do periodo seco. Com o inicio da producéo de colostro, as necessidades aumentam
para 30 a 70 g por dia, dependendo da producdo de leite. Devido a maior demanda de Ca, os
animais vao experienciar algum grau de hipocalcémia. Com o maior suprimento de Ca através da
dieta, os mecanismos homeostaticos estdo inativos. Tais mecanismos para aumento da re-
captacdo do Ca através da diminuicdo da excre¢do de Ca urinario, para aumentar a absorcao de
Ca ao nivel intestinal e para recuperagdo de Ca do tecido 6sseo levam cerca de 48 h até estarem
plenamente ativos, podendo conduzir a uma oferta insuficiente de Ca neste periodo, critico
(Venjakob et al., 2017).

A constatacdo dos valores de Ca, que 0s animais da vac. B estdo a ingerir excede a quantidade
recomendada, em quase o dobro do seu valor (73,515 g de Ca versus 49,59 g de Ca da vac. A vs
os 45,24 — 50,895 g de Ca recomendados consoante a quantidade de matéria seca ingerida). A
guantidade de Ca fornecida aos animais na vac. B excede o recomendado. Como tal os

mecanismos homeostaticos, principalmente dos animais da vac. B estdo inativos. Aquando do
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aumento da necessidade em Ca, estes, consequentemente, irdo demorar a responder a caréncia
dos animais. A diminuicdo da ativacdo dos mecanismos e capacidade de resposta face ao deficit
mineral em torno do parto, justifica a maior incidéncia de hipocalcémia subclinica, no &mbito da
vacaria. O atraso na ativacdo dos mecanismos homeostaticos aliado ao facto da recolha das
amostras ser realizada dentro do periodo de 48 horas po6s-parto, 0s animais estejam mais

suscetiveis para a incidéncia de hipocalcémia, neste caso, subclinica.

Foi possivel constatar a diferenca entre os valores de matéria seca ingeridos pelos animais em
ambas as vacarias. Os resultados mostram que existe a possibilidade que os animais da vac. A
estejam a ingerir uma quantidade deficiente de matéria seca. Estes valores podem ser explicados
pelo facto da maioria do efetivo dos animais presentes no parque das secas serem novilhas. A
capacidade de ingestdo das novilhas comparativamente a uma vaca adulta é inferior em cerca de

15 a 20 % menos, 0 que explica a menor quantidade de matéria seca ingerida.

Os valores percentuais representados graficamente nos gréficos 4, 5, 6 e 7 correspondem a
incidéncia das patologias nos animais integrantes do estudo. No entanto, no somatério de todas
as percentagens ndo é atingido o valor percentual de 100% devido a coexisténcia entre diversas

patologias no mesmo animal.

A confirmacéo do deficit mineral predispde os animais & maior influéncia de fatores metabdlicos
e infeciosos no inicio da lactacdo (Goff, 2008). Considerando esse fator como uma porta de
entrada para diversas patologias do foro reprodutivo/produtivo, foi possivel, em ambas as
vacarias, associar a incidéncia de hipocalcémia subclinica com o aparecimento de metrite. Isto foi
verificado principalmente na vac. B com 15 animais com niveis de hipocalcémia a desenvolverem
metrite, demonstrando uma incidéncia de 68%, dentro dos 22 animais com valores de Ca

inferiores a 8 mg/dl (grafico 7).

Apos o parto, a contaminacao do Utero com bactérias é inevitavel, no entanto, nem todas as vacas
desenvolvem metrite ou metrite puerperal. A persisténcia do Utero contra a instauracdo de um
quadro de infecdo e o desenvolvimento da doenca dependem grande parte da carga bacteriana,

patogenicidade dos microrganismos e mecanismos de defesa do Utero (Sheldon et al., 2006).

Num estudo de (Martinez et al., 2012) defendem que existe uma reducéo no nimero de neutréfilos
e na sua capacidade fagocitica, em vacas afetadas por hipocalcémia. (Martinez et al., 2012)
acrescenta mesmo, citando (Hammon et al., 2006) que devido as necessidades provenientes do
pos-parto, associado com o inicio da lactagdo, coexiste uma diminuigdo da ingestdo que,
concomitantemente com a incidéncia de hipocalcémia, compromete o status energético dos
animais, conduzindo a diminuicdo do nivel do glicogénio intracelular presente nos neutrofilos.
Em associacdo, € defendido que a capacidade da resposta imunitéria ao nivel celular esta

diminuida ou mesmo suprimida pela reducdo da concentracéo de Ca ao nivel citosolico e aumento
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do cortisol ao nivel plasmatico. Esta diminui¢do da resposta imunitéria dos animais vai conduzir

a maior predisposicao para o surgimento de patologias.

Somado com a diminuicao da capacidade da resposta imunitaria, um animal com deficit em Ca
vai apresentar uma reducdo na capacidade de contracdo ao nivel da musculatura lisa dos érgaos.
Uma diminuicdo da contracdo, ao nivel uterino, dificulta a capacidade que as vacas possuem na
limpeza dos restos provenientes do parto. Uma maior inércia uterina, vai assim predispor a maior
incidéncia de metrite. Num estudo de (Martinez et al., 2012), estes defendem que animais com
valores de Ca coincidentes com os intervalos de hipocalcémia subclinica apresentaram uma
incidéncia/risco de metrite de 66,6% , coincidente com os valores obtidos, ao nivel da incidéncia

de metrites nos animais inseridos neste estudo.

Ao nivel da incidéncia de DAE em associacdo com hipocalcémia subclinica, ndo foi significativo
0 papel do deficit mineral na incidéncia de DAE. O nimero reduzido de casos registados, ndo
permitiu realizar qualquer extrapolacdo. No entanto, é possivel que os niveis de Ca
suficientemente baixos no sangue, sejam capazes de alterar a capacidade de contracdo da
musculatura lisa, alterando o ténus abomasal. Porém, autores como (Chamberlin et al., 2013)
defendem que ndo provaram a significancia entre um estado de hipocalcémia subclinica e a
incidéncia de DAE. Uma das limita¢Ges do estudo passa pela reduzida quantidade de dados. Maior
numero de dados coincidiria com mais informacédo e possibilidade de confirmagdo, ou ndo, da

associagdo entre ambas.

Avaliando a incidéncia de mastites, no decorrer do ensaio clinico, os valores de Ca demonstraram
um papel significativo no aparecimento da patologia, em ambas as vacarias. As mastites possuem
uma elevada possibilidade de fatores etiol6gicos para o aparecimento da infegdo da glandula
mamaria. Um dos fatores que impera e potencia uma maior predisposi¢do para o surgimento de
mastites prende-se com o facto dos animais, apds o parto, experienciarem algum grau de
imunossupressdo devido ao periodo critico em torno do momento de paricdo. Com a diminuicéo
da concentracdo de Ca existe uma diminuigdo da capacidade da resposta oxidativa e acdo dos
neutrdfilos. Vacas que desenvolvem hipocalcémia puerperal tém concentragfes plasmaticas
elevadas de cortisol comparadas com animais que ndo desenvolveram a doenca. As altas
concentracdes podem exacerbar a imunossupressao, geralmente presente no poés-parto, incluindo
a supressdo da expressao de genes associadas a producéo de citoquinas para mediacdo da resposta
inflamatdria (Jesse et al., 2016). Associado a imunossupressao, apds o fim da ordenha é essencial
que ocorra a contracdo do musculo esfincter do teto, responsavel pelo encerramento do teto,
evitando assim a possibilidade de entrada ou conspurcacdo do canal do mesmo. Com 0s
mecanismos de contracdo muscular diminuidos, consequéncia da menor concentracdo de Ca no

pool sanguineo, sujeita, facilmente, a exposi¢do dos tecidos da glandula mamaria a fatores
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etiologicos causadores de mastites, predispondo os animais a ocorréncia da afecdo (Almeida,
2010).

(Martinez et al., 2012) demonstrou uma menor capacidade de resposta imunitaria por parte de
animais hipocalcémicos. (Kincaid, 2008) reforcou que devido ao aumento da concentracdo de
cortisol ao nivel sanguineo, a resposta imunitaria, dos animais, face aos estimulos encontra-se
diminuida. Tal facto demonstrou que os animais hipocalcémicos estdo mais predispostos para a
acdo dos agentes patogénicos e consequentemente para a incidéncia de patologias como mamites.
Com o alargamento do intervalo, respeitando os valores de 5,5 a 8,5 mg/dl defendidos por
(Rodriguez et al., 2017), foi possivel correlacionar positivamente a associagdo entre os valores
de Ca do intervalo com a incidéncia de mastites, no &mbito da vac. A

Ao nivel da incidéncia e associagdo de retengédo placentaria com hipocalcémia subclinica néo foi
determinada qualquer associacdo, ndo sendo possivel analisar os resultados devido ao diminuto
numero de incidéncias de retencdo de placenta. Tal facto pode ser justificado com um pardmetro
ndo avaliado no decorrer do estudo. Por pratica comum, no &mbito das duas vacarias, aquando do
momento do parto e confirmacdo da ndo expulsdo das membranas fetais, os funcionarios
administram prostaglandina (PGF-2a), numa administra¢do unica de 5 ml por via intramuscular.
Diversos autores defendem que a administracdo de PGF- 2o numa fase precoce, posteriormente
ao parto reduz a incidéncia de retengdo placentéria, estimulando as contra¢des ao nivel uterino e
favorecendo uma maior facilidade de eliminacdo das membranas fetais(Eduardo & Horta, 2000;
FORMIGAL, 2011).

No decorrer do estudo um dos animais, no &mbito da recolha das amostras sanguineas na vac. B,
desenvolveu hipocalcémia clinica. Este animal apresentava valores de Ca de 6,8 mg/dl. Este valor
esta inserido em todos os intervalos de calcémia referidos bibliograficamente, para animais com
hipocalcémia subclinica. Porém este animal foi diagnosticado com um caso de hipocalcémia
clinica. Tal facto pode estar relacionado com o esta ser a vaca mais antiga que foi aleatoriamente

inserida no ensaio clinico na vac.B.

Um dos fatores predisponentes para a incidéncia da hipocalcémia (clinica ou subclinica) passa
pela idade. Animais com idade mais avancada acabam por desenvolver menor quantidade de

recetores das hormonas encarregues da manutencdo dos valores de normocalcémia, no animal.

Um menor nimero de recetores hormonais, nos locais onde ocorre a absorcdo do mineral mais
eficientemente, predispdem o animal para uma maior possibilidade de desenvolver hipocalcémia,

neste caso, clinica.

Porém, determinados autores, como (Venjakob et al., 2017) diferenciam um caso clinico,

comparativamente com um caso subclinico de hipocalcémia, simplesmente com o facto do animal
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se apresentar ou ndao em decubito e com incapacidade de se levantar, defendendo o mesmo
intervalo, de 8 mg/dl, para ambas as situa¢Ges. No entanto, a representatividade do caso clinico
no estudo determinou uma percentagem de 3 % dentro da popula¢do da amostra. (DeGaris &
Lean, 2008) defendem que percentualmente, os casos de hipocalcémia clinica dentro dos
rebanhos, desde América do Norte, Europa e Australia demostram uma prevaléncia entre os 2 a
5 %.

Com o alargamento do intervalo de referéncia para 5,5 até 8,5 mg/dl defendido por (Rodriguez et
al., 2017), a incidéncia de casos de hipocalcémia subclinica aumentaram (Graficos 9 e 11).
(Rodriguez et al., 2017) constatou que no seu ensaio clinico, que abrangeu 764 vacas, 611 animais
demonstraram valores de Ca dentro do intervalo para hipocalcémia subclinica, correspondendo a
78% dos animais inseridos no estudo. Os valores obtidos na vac. A, onde 80% do efetivo
demonstrou valores de hipocalcémia subclinica vao de encontro com os dados obtidos no estudo

de Rodriguez et al (Grafico 9).

Com o alargar do intervalo, a incidéncia de hipocalcémia subclinica foi mais acentuada, na vac.
B, com 87% do efetivo a demonstrar valores de Ca inferiores a 8,5 mg/dl (Gréafico 11).
Consequentemente, 0 aumento da incidéncia, veio apoiar os argumentos defendidos relativamente

aos fatores predisponentes da idade e principalmente da alimentagéo.

Relativamente & interligacdo entre os niveis de Ca e os niveis de P, ndo foi possivel correlacionar
positivamente a influéncia que o P possui aquando do deficit de Ca. E possivel suspeitar da
interligacdo entre os deficits de ambos, observando o grafico 13 e 14 e constatando que a
distribuicdo dos niveis de P em vacas hipocalcémicas foram inferiores aos valores obtidos perante

a comparagao com os animais normocalcémicos (Grafico 13 e 14).

Com a confirmacdo do caso de hipocalcémia clinica, ficou registado o valor mais baixo de P
(3,6mg/dl). Tal facto reforca a necessidade da administragdo de P aquando da instalacdo da
terapéutica para fazer face a sindrome de vaca caida. A confirmacédo do valor de P inferior aos
intervalos de referéncia, faz suspeitar da concomitancia entre um caso de hipocalcémia clinica

com hipofosfatémia.

Devido & importancia que o P e o role de papéis que interpreta na homeostasia das vacas, uma
diminuicdo dos niveis de P pode pér em causa os mecanismos fisiolégicos dos animais. Para
(Griinberg, 2014) o P desempenha um papel essencial como parte integrante da constituicdo
estrutural ao nivel celular promovendo a rigidez e capacidade estrutural aos tecidos . O autor
defende também que o P participa no transporte e armazenamento de energia nas células através

de ligagdes entre os metabolitos e o fosfato, formando moléculas de ATP.
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Porém, é defendido que com a restauragdo da homeostasia dos niveis de Ca, a homeostasia do P
é retomada devido a descida dos valores de PTH em circulacdo que posteriormente vao promover
a secrecao de P ao nivel salivar, contribuindo assim para a ocorréncia do deficit mineral. Com a
restauracdo dos valores de calcémia a motilidade ao nivel gastrico volta também a ser
restabelecida, que permite a absorcdo de P dietético e reabsorcdo de secre¢des de saliva P
(Griinberg, 2014).

Varios sdo 0s principios que suportam a suspeita da interacdo entre ambos 0s minerais e a a¢do
do P nos casos de hipocalcémia. Primeiramente, passa pela relagcdo entre as hormonas que
controlam a homeostasia de ambos os minerais, desempenhando papéis diferenciados nas
mesmas, no entanto interligadas. Ao passo que, 0 aumento da hormona peptidica, PTH, na
homeostasia do Ca reforga a sua captacao, aquando da homeostasia do P esta desenvolve um papel
no aumento da excre¢ao do mesmo através da urina e principalmente, saliva. A agdo da PTH passa
pelo aumento da reabsorcao 0ssea de Ca através da estimulagdo osteoclastica. No entanto a agao
osteocléstica vai produzir um aumento dos niveis de P em circulacdo. Para ndo ocorrer um caso
de hiperfosfatémia, a PTH estimula concomitantemente a excrecdo de P, ao nivel salivar. Devido
ao contetdo salivar ser rico em saliva, a quantidade de P excretada pode facilmente causar
hipofosfatémia (Griinberg, 2014).

Outro fator que pode suportar a situagdo, passa pela acdo do principal mecanismo de transporte
de P, presente no tubulo proximal, mantido pelo gradiente de s6dio gerado pela bomba Na/K-
ATPase na membrana basolateral, ser dependente de energia. E associado, aos casos de
hipocalcémia uma diminuicao nas reservas energéticas dos animais. Um esgotamento das reservas

pode favorecer uma diminuicéo da acéo do transporte mediado para os locais de absorcéao do P.

Um dos fatores que reforga a ligacéo entre os mecanismos de controlo dos minerais € a disponi-
bilizag&o de dietas ricas em fosfato aos animais. (Goff, 2018) defende que dietas ricas em fosfato
predispdem a producdo de FGF 23. Um aumento de FGF 23 vai diminuir a produgdo de 1,25 D3,
inibindo todo o processo de sintese e formagédo ao inibir a atividade enzimética, na formacao da
vitamina. Vai, igualmente, estimular a atividade da 24-hidroxilase, levando a inativacéo da 1,25
D3. Ao nivel da PTH, vai inibir a sua excre¢do, através da repressao da transcri¢cdo do gene da
PTH e da inibicao da secrecdo da paratiroide.

O papel desempenhado por esta hormona passa pela diminuigdo/ inibicdo da producédo de 1,25
D3. Uma diminui¢do da vitamina D3 e da hormona PTH contribui para um menor aproveitamento
e consequentemente diminuicdo de capacidade de captagdo do Ca nos locais de maior absorcao

através da reducdo das proteinas transportadoras ao nivel dos enterdcitos.
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O tratamento usualmente preconizado passa pela pela restauragdo dos valores da calcémia do
animal, através da administracdo de uma solucdo rica em Ca, ao nivel endovenoso, com posterior

associagdo com uma fonte de P ao nivel intramuscular.
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12. Conclusdo

Neste estudo ficou demonstrado a elevada percentagem de incidéncia de hipocalcémia subclinica,

presente em duas vacarias no concelho de Loures.

Ficou demonstrado que, os intervalos defendidos pela bibliografia consultada, podem, ambos ser
aceites para referenciar as vacas leiteiras. No entanto, o intervalo mais alargado (5,5 — 8,5 mg/dl),
respeitado na segunda parte da avaliagdo dos niveis de Ca, permitiu correlacionar
significativamente uma maior concomitancia entre os casos de hipocalcémia subclinica e o
aparecimento de afe¢Ges do puerpério, confirmando assim que o papel da caréncia em Ca funciona

como uma porta de entrada para as mesmas.

Apesar de ndo constituir objetivo do estudo, devido aos resultados obtidos, foi possivel suspeitar
do papel que as dietas no periodo pré-parto e a sua influéncia, possam constituir na incidéncia de
hipocalcémia. Constatando a diferenciacdo entre os valores de Ca que 0s animais estdo a ingerir
e olhando para a variagdo entre os valores da calcémia dos mesmos €é passivel de levantar a
suspeita da influéncia e papel preponderante que a alimentacdo pode exercer na incidéncia da
caréncia entre os valores da calcémia dos animais. No entanto, com este estudo foi possivel
constatar uma alteracao e diferenciagdo nos valores de Ca disponibilizados aos animais ao nivel
da dieta no periodo seco, principalmente no ambito da vac. B, excedendo a quantidade
recomendada. Um dos motivos que fazem suspeitar uma incidéncia tdo diminuta de casos clinicos
de hipocalcémia, passa pela quantidade de Ca disponibilizada aos animais, principalmente na vac.

A, respeitando os valores recomendados/tabelados.

Com o registo de um caso clinico de hipocalcémia, as vacas demonstraram uma incidéncia

estatistica coincidente com os valores referentes, relativamente a vacas, ao nivel europeu.

Verificou- se também, uma acao sinergética e concomitante entre a ocorréncia de hipocalcémia
subclinica e a maior percentagem de incidéncia de afe¢des do foro reprodutivo e produtivo, como
metrite e mastite. O seu surgimento pode assim, estar mascarado pela acdo da incidéncia de

hipocalcémia subclinica.

Apesar de ndo ser possivel correlacionar os valores de Ca com os valores de P, os resultados
obtidos reforcam as suspeitas da correlagdo entre ambos pois os animais hipocalcémicos
apresentaram os valores mais baixos ao nivel do P, reforgando que nunca se deve descurar e

resolver singularmente os casos de hipocalcémia clinica.

O ensaio clinico teve algumas limitagcdes. Com a recolha de uma Unica amostra sanguinea, no
espaco temporal de doze a 48 horas, defendido por autores como (Goff, 2008; Kincaid, 2008;
Venjakob et al., 2017) o tempo necessario para atingir o nadir dos niveis de Ca, ndao foram

retiradas mais amostras dentro do periodo mais critico, para o animal. O ideal, para realizar uma
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correta afericdo dos valores da calcémia das vacas, deveria passar por uma recolha no periodo
antes do parto, dentro das 3 ultimas semanas e recolha de mais amostras no periodo pés-parto
para assim confirmar a real situacdo em que 0s animais se enquadram, relativamente ao Ca,
controlando fatores pré e pds-parto dos animais. Outra limitacdo do estudo passou pela auséncia
de dados relativamente a raca dos animais em estudo e a sua producdo leiteira. O valor diminuto
da populagdo da amostragem, também acabou por constituir um desafio no momento de aferir

conclusoes.

Apesar destas conclusdes é de todo o interesse que, futuramente se desenvolvam estudos idénticos
com um maior nimero de animais, pois assim pode-se tirar melhores conclusdes em relagdo aos

outros parametros analisados.
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14. Anexos

Fluxograma do Ensaio Clinico
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